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RESUMEN 
 
Para evaluar la calidad del agua, los nitratos y nitritos presentes en ella, indican el 
grado de afectación del líquido, con su presencia se modifican los procesos 
químicos y biológicos que normalmente ocurren en las aguas naturales, lo que 
trae consigo algunos efectos perjudiciales para los seres humanos tanto como 
para otras especies.  
El presente trabajo tiene como propósito realizar una revisión del protocolo 
utilizado para la validación de los métodos analíticos para la determinación de 
nitratos y nitritos en aguas naturales, mediante espectrometría ultravioleta-visible 
(UV/VIS). Para validar estas técnicas fue necesario establecer una evidencia 
documental para el Laboratorio de Química Ambiental de la Universidad 
Tecnológica de Pereira.  
Este trabajo tiene como objetivo general el  Validar el cálculo de incertidumbre, 
determinar la trazabilidad para los ensayos de nitritos y nitratos en el Laboratorio 
de Química Ambiental de la Universidad Tecnológica de Pereira. En lo específico: 
Validar los ensayos de nitritos y nitratos a través de la estimación de los 
parámetros característicos del ensayo, Estimar la incertidumbre de la medición, 
determinar la trazabilidad de los datos. En su metodología este trabajo tuvo como 
sus pasos la revisión de las metodologías analíticas, en el ensayo de nitrito y 
nitrato, la definición de sus parámetros, la ejecución de las actividades analíticas, 
el procesamiento de los datos, y el análisis de los resultados para unas 
conclusiones. 
Los criterios utilizados que permiten obtener un alto grado de confiabilidad de los 
datos generados, fueron uniformes y consistentes. 
También se estimó la incertidumbre de medición de la trazabilidad en los 
resultados obtenidos. 
 
Palabras clave: Nitratos, nitritos, trazabilidad, incertidumbre, validación, 
laboratorios, química, ambiental. 
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ABSTRAC 
 
 
To assess water quality , nitrates and nitrites present in it , indicate the degree of 
involvement of the liquid, with its presence of chemical and biological processes 
that normally occur in natural waters are changed, which brings some detrimental 
effects human beings as well as for other species. 
This paper aims to conduct a review of the protocol used for the validation of 
analytical methods for the determination of nitrate and nitrite in natural water by 
ultraviolet - visible spectroscopy (UV / VIS ) . To validate these techniques was 
necessary to provide documentary evidence to the Environmental Chemistry 
Laboratory of the Technological University of Pereira. 
This work has as main objective the Validate uncertainty calculation , the 
traceability tests for nitrites and nitrates in the Environmental Chemistry Laboratory 
of the Technological University of Pereira. In Specific: Validate assays nitrites and 
nitrates through the estimation of the characteristic parameters of the test, estimate 
the measurement uncertainty , the traceability of the data. methodology in this 
study was reviewing his footsteps analytical methodologies in the assay of nitrite 
and nitrate, the definition of its parameters, the performance of the analytical, data 
processing , and analysis of the results for conclusions . 
The criteria used to allow high degree of reliability of the data generated were 
uniform and consistent. 
Uncertainty of measurement traceability in the results was also estimated . 
Keywords: nitrates, nitrites, traceability, uncertainty, validation, laboratory, 
chemical, environmental.  
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
Los compuestos de nitrógeno se encuentran presentes y  ampliamente distribuidos 
en el ambiente,  entre las variedades más importantes que están en el vital líquido, 
H2O.Estos compuestos existen en diferentes estados de oxidación, sin embargo, 
en algunos sistemas naturales las principales formas son: NO3
- , dióxido de 
nitrógeno NO2, nitrógeno molecular N2, amoniaco NH3, Nitrógeno Orgánico, óxido 
nitroso N2O3 y óxido nítrico N2O5, intercambiables unos en otras y relacionadas 
entre sí como puede verse en el ciclo del nitrógeno que se muestra en  la 
Ilustración 11 
Si en una muestra se halla una alta concentración de nitrógeno orgánico, lo cual 
indica una polución reciente por materia orgánica y representa un riesgo potencial 
para la salud; por el contrario si se encuentra un alto contenido de nitratos esto 
indica que la carga contaminante ha logrado estabilizarse, permitiendo que el agua 
no presente riesgo alguno. Es en este sentido que la determinación de 
compuestos de nitrógeno se ha utilizado como un indicativo de contaminación por 
materia orgánica en aguas, tras la ausencia de pruebas bacteriológicas que son 
más seguras. 
Los nitritos presentan baja estabilidad, estos se oxidan fácilmente o se reducen, es 
por esta razón que se presentan en menor concentración en cuerpos de agua2.  
En condiciones anaeróbicas ocurre el proceso de denitrificación mediante el cual 
los nitratos se reducen hasta amoniaco. El exceso de nitratos y amonio en los 
cuerpos de agua ocasiona eutrofización. Por otro lado, los nitratos formados en 
exceso pueden ser transportados por percolación a las aguas subterráneas. 
Los nitratos descargados en los cuerpos de agua pueden oxidar la materia 
orgánica produciendo N2 y CO2 y disminuyendo así la demanda química de 
oxígeno (DBO) del agua. A su vez, el amonio, puede reaccionar con el oxígeno 
disuelto para formar nitratos, aumentando la DBO del agua. El proceso de 
nitrificación transforma bicarbonatos en ácido carbónico con lo cual reduce la 
alcalinidad y el pH del agua. 
 
                                            
1
 Romero J “ACUIQUIMICA: Análisis químico del agua”  Pg.73-85 
2
 RODIER, J”Análisis de Aguas: aguas natrurales, aguas residuales, agua de mar” .Barcelona, 
1981.(Rodier, 1981) 
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Ilustración 1 Ciclo del Nitrógeno. Tomado de (Romero) 
 
Lo anteriormente planteado señala claramente la necesidad de conocer las 
concentraciones de los diferentes compuestos de nitrógeno en programas de 
control de la contaminación en los cuerpos de agua. Es debido a la importancia de 
los nitratos y nitritos en el agua que el Laboratorio Ambiental de la Universidad 
Tecnológica de Pereira ha puesto a disposición de la comunidad de la región, el 
soporte técnico y logístico para la determinación de nitratos y nitritos. En este 
sentido es necesario recordar que el laboratorio asegura su competencia técnica a 
través del mantenimiento y mejora de su sistema de calidad bajo la  noma NTC 
ISO 17025:2005, la cual trata de los Requisitos generales para la competencia 
técnica de laboratorios de ensayo y calibración.  
Es en este sentido que se busca realizar la validación, calculo de incertidumbre y 
determinación de la trazabilidad para los ensayos de nitritos y nitratos en el 
Laboratorio Ambiental de la UTP. 
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2. JUSTIFICACIÓN 
Las mediciones en general y las mediciones analíticas en particular, se utilizan 
particularmente para tomar decisiones de diferentes tipos. Uno de ellos es la 
relación compra/venta o aceptación/rechazo. La importancia de estas mediciones  
radica en que deben ser realizadas de una manera confiable, lo cual no siempre 
es evidente. El objetivo de la validación de métodos de medición es el 
establecimiento de una evidencia objetiva, documentada, que muestre y 
demuestre con un alto grado de probabilidad que el método utilizado es lo 
suficientemente fiable para producir el resultado previsto dentro de los intervalos 
definidos. “Las organizaciones que realizan mediciones analíticas deben tener 
bien definido un sistema de control de calidad y los procedimientos de 
aseguramiento de calidad”3. 
En este sentido la norma ISO/IEC 170254 entre sus elementos menciona:  
¨5.4.5.1 la validación es la confirmación mediante examen y la aportación de 
evidencias objetivas que demuestren el cumplimiento de ciertos requisitos para el 
uso específico previsto. 
5.4.5.2. el laboratorio debe validar los métodos no normalizados, los métodos 
diseñados/desarrollados internamente, los métodos normalizados, utilizados fuera 
de su campo de aplicación previsto, y las ampliaciones y , modificaciones de 
métodos normalizados, con el fin de comprobar que son apropiados para el uso 
previsto. La validación debe ser todo lo extensa que sea necesaria  para atender 
las necesidades de la aplicación o campo de aplicación en cuestión. El laboratorio 
debe registrar los resultados obtenidos, el procedimiento de validación utilizado y 
una declaración sobre la idoneidad del método para el uso que se pretende hacer 
del mismo. 
5.4.5.3. El rango y la exactitud de los valores que se pueden obtener con los 
métodos validados (por ejemplo incertidumbre de los resultados, límite de 
detección, selectividad del método, linealidad, límite de respetabilidad y/o 
reproducibilidad, robustez frente a influencias externas y/o sensibilidad cruzada 
frente a interferencias de la matriz de muestra/objeto de ensayo), evaluados para 
su uso previsto, deben ser los adecuados para satisfacer las necesidades de los 
clientes. 
Según lo planteado hasta ahora y teniendo en cuenta que el Laboratorio de 
Química Ambiental de la Universidad Tecnológica de Pereira se encuentra 
acreditado por el Instituto de Hidrología, meteorología y Estudios Ambientales 
                                            
3
Eurachem Guide “The fitness for Purpose of Analytical Methods” PP 1998 (Eurachem Guide, 
1998) 
4
 Icontec, “Norma Técnica NTC-ISO/IEC colombiana 17025: Requisitos generales para la 
competencia de los laboratorios de ensayo y calibración” (Icontec , 2005) 
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IDEAM, bajo la norma planteada (Icontec , 2005) y en coherencia con la filosofía 
de continuo mejoramiento adoptada por el laboratorio, según la demanda de los 
usuarios se requiere ampliar el alcance de dicha acreditación,  cubriendo el 
ensayo de nitritos y nitratos, para ello es necesario validar este método de acuerdo 
a los requerimientos de la norma (Icontec , 2005). Es en este sentido que radica la 
importancia y el alcance de este trabajo. 
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3. OBJETIVOS 
3.1. GENERAL 
Validar y calcular la incertidumbre y  trazabilidad para los ensayos de nitritos y 
nitratos en el Laboratorio de Química Ambiental de la Universidad Tecnológica de 
Pereira. 
 
3.2. ESPECÍFICOS 
 Validar los ensayos de nitritos y nitratos a través de la estimación de los 
parámetros característicos del ensayo. 
 Estimar la incertidumbre de la medición. 
 Determinar la trazabilidad de los datos. 
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4. INTRODUCCIÓN 
 
Todas las actividades desarrolladas por una institución como el Laboratorio de 
Química Ambiental de la UTP deben ser sistemáticas y planificadas para 
responder adecuadamente a la confiabilidad de los datos entregados asegurando 
su calidad. Este aseguramiento de la calidad debe describir las medidas que un 
laboratorio usa para la gestión de calidad de sus operaciones. Esto se logra con 
implementación de un Sistema de Gestión de la Calidad acreditado bajo la Norma 
NTC-ISO/IEC 17025. 
 
Los requisitos generales para un laboratorio acreditado es producir datos técnica y 
legalmente válidos, con el mayor nivel de calidad que sea posible. Es en ese 
sentido es necesario que un laboratorio acreditado se asegure la calidad, 
optimizando la confiabilidad del proceso de medición. Por ello es importante 
diseñar un protocolo para el aseguramiento de la calidad/control de calidad, 
(Quality Assurance/Quality Control) QA/QC, por sus siglas en inglés. QA es un 
plan del laboratorio donde se especifica como obtener los resultados con 
precisión, mientras que QC son las acciones metodológicas para que el proceso 
de medición esté bajo control. 
 
El laboratorio de Química Ambiental ya cuenta con un Sistema de gestión, por ello 
es importante validar el cálculo de incertidumbre, determinar la trazabilidad para 
los ensayos de nitritos y nitratos. 
 
Respondiendo a esta necesidad del IDEAM, en el presente trabajo se implementa 
la metodología para la determinación de Nitratos  y Nitritos  en aguas, por el 
Método Espectrofotométrico Emisión Ultravioleta. 4500 – NO3
- B. y el Método 
Colorimétrico. 4500 – NO2
- B, respectivamente.  
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5. MARCO DE REFERENCIA 
5.1. DEFINICIONES5 
 
Analito: sustancia contenida en la muestra sometida a análisis. 
 
Blanco: Muestra preparada para la lectura final, pero que no contiene analitos. 
Puede ser un blanco de los reactivos. 
 
Condición de repetibilidad de medición: Condición de medición, dentro de un 
conjunto de condiciones, que incluye el mismo procedimiento de medición, 
mismos operadores, mismo sistema de medida, mismas condiciones de operación 
y mismo lugar, así como mediciones repetidas del mismo objeto o de un objeto 
similar en un periodo corto de tiempo. 
 
Cadena de trazabilidad: Secuencia de patrones de medida y calibraciones que 
se usa para relacionar un resultado de medición a una referencia establecida. La 
cadena de trazabilidad metrológica se usa para establecer la trazabilidad 
metrológica de un resultado de medición.  
 
Calibración: Operación que bajo condiciones especificadas, en una primera etapa 
establece una relación entre los valores de la magnitud y sus incertidumbres de 
medida obtenidos de los patrones de medida y las correspondientes indicaciones 
con sus incertidumbres asociadas, y, en una segunda etapa, usa esta información 
para establecer una relación que permita obtener un resultado de medición a partir 
de una indicación. 
 
Comparabilidad metrológica de resultados de medición: Comparabilidad de 
resultados de medición que son trazables metrológicamente a la misma referencia  
 
Condición de precisión intermedia de medición: Condición de medición, dentro 
de un conjunto de condiciones, que incluye el mismo procedimiento de medición, 
mismo lugar y mediciones repetidas del mismo objeto u objetos similares por un 
periodo amplio de tiempo, pero que puede incluir otras condiciones que puedan 
introducir variaciones. 
 
Condición de reproducibilidad de medición: condición de medición, de un 
conjunto de condiciones, que incluye diferentes lugares, operadores, sistemas de 
medida y mediciones repetidas de los mismos objetos u objetos similares. 
 
Curva de calibración: Expresión de la relación entre una indicación y el valor 
medido correspondiente. 
                                            
5
Vocabulario Internacional de Metrología - Conceptos fundamentales y generales, y términos 
asociados (VIM) 
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Diagrama de calibración: Expresión gráfica de la relación entre una indicación y 
el resultado de medición correspondiente. Un diagrama de calibración es la banda 
del plano definido por el eje de las indicaciones y el eje de los resultados de 
medición, que representa la respuesta del instrumento para medirá diferentes 
valores. 
 
Exactitud de medida: Proximidad de concordancia entre  valores medidos de una 
magnitud que son atribuidos al mensurando. El concepto exactitud de medida no 
es un valor numérico dado, si no que se dice que una medida es más exacta 
cuando ofrece una incertidumbre de medida más pequeña. 
 
Error aleatorio: Componente del error de medida que en mediciones repetidas 
varía de manera impredecible. El error aleatorio es igual a la diferencia entre el 
error de medida y el error sistemático.  
 
Error de medida: Diferencia entre un valor medido de una magnitud y un valor de 
referencia 
 
Error sistemático de medida: Componente del error de medida que en 
mediciones repetidas permanece constante o que varía de manera predecible El 
error sistemático y sus causas pueden ser conocidas o desconocidas. Puede 
aplicarse una corrección para compensar un error sistemático de medición 
conocido. El error sistemático de medición es igual a la diferencia entre el error de 
medida y el error aleatorio.  
 
Estabilidad de la muestra: Es un requerimiento básico  la demostración de la 
estabilidad de la muestra y de los patrones durante el tiempo comprendido entre 
su preparación y la finalización del análisis, especialmente cuando se utilizan 
equipos automáticos en donde las muestra pueden permanecer horas antes de 
ser analizadas 
 
Incertidumbre de medida: Parámetro que caracteriza la dispersión de los valores 
atribuidos a un mensurando, con base en la información usada. La incertidumbre 
de medida incluye componentes provenientes de efectos sistemáticos, tales como 
componentes asociadas a correcciones y a los valores asignados de patrones de 
medida, así como a la incertidumbre intrínseca. Algunas veces no se corrigen los 
efectos sistemáticos y en su lugar se tratan como componentes de la 
incertidumbre.  
 
Factor de cobertura: Número mayor que uno por el cual se multiplica una 
incertidumbre estándar combinada de medida para obtener una incertidumbre 
expandida de medida. Usualmente se usa el símbolo K para el factor de cobertura  
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Fiabilidad: Capacidad de un método analítico para mantener durante periodos de 
tiempo apropiados los criterios fundamentales de  validación. La fiabilidad indica 
las prestaciones del método para uso rutinario.6 
 
Homogeneidad de varianzas: En muchos test estadísticos es necesario probar 
previamente la homogeneidad de varianzas de las muestras mediante test 
específicos (f de Snedecor, CochranBarlett, Levene, etc).7 
 
Incertidumbre de una medida: Estimación del intervalo dentro del cual se 
encuentra el valor verdadero de la cantidad medida una vez efectuadas las 
correcciones debidas a errores sistemáticos.8 
 
Intervalo, rango, amplitud o recorrido: Diferencia de magnitud entre la mayor y 
menor concentración de analito que puede determinarse satisfactoriamente con 
adecuada linealidad, exactitud y precisión.9 
 
Incertidumbre estándar de medida: Incertidumbre de medida expresada como 
una desviación estándar. 
 
Incertidumbre estándar combinada de medida: Incertidumbre estándar de 
medición obtenida a partir de resultados de medición de las magnitudes de 
entrada en un modelo de medición. 
 
Incertidumbre expandida de medida: Producto de una incertidumbre estándar 
combinada de medida y un factor numérico mayor que uno. La incertidumbre 
expandida de medición es denominada “incertidumbre total” . 
 
Incertidumbre instrumental: Componente de la incertidumbre de medida que 
proviene del instrumento para medir o del sistema de medida utilizado y que se 
obtiene mediante su calibración. 
 
Intervalo de cobertura: Intervalo que contiene el conjunto de valores verdaderos 
de un mensurando con una probabilidad declarada con base en la información 
disponible .El intervalo de cobertura no necesita estar centrado en el valor medido 
de la magnitud 
 
La especificidad  se utiliza como sinónimo de la selectividad aunque debería 
reservarse para aquellas situaciones donde la respuesta obtenida solo se puede 
producir con una única entidad química. 
                                            
6
Validación de métodos y determinación de la incertidumbre de la medición: ¨Aspectos generales 
sobre la validación de métodos¨. Santiago de Chile, 2010 (Instituto de Salud Pública, 2010) 
7
 IDEM 
8
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9
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Límite de cuantificación: Mínima cantidad de analito que puede determinarse 
cuantitativamente con una adecuada exactitud y precisión.10 
 
Límite de detección: Mínima cantidad de analito que puede ser detectado 
aunque no necesariamente cuantificado con precisión y exactitud. Valor medido, 
obtenido por un procedimiento de medición determinado, por el cual la 
probabilidad de declarar falsamente la ausencia de un constituyente en un material 
es β, dada la probabilidad α de declarar falsamente su presencia  
 
Linealidad: Capacidad del método para proporcionar resultados que son 
directamente (o por medio de transformaciones matemáticas) proporcionales a la 
concentración del analito en la muestra dentro de un rango establecido. 
 
Material de referencia: Material suficientemente homogéneo y estable con 
relación a una o más propiedades, usado en calibración, en la asignación de un 
valor a otro material, o en el aseguramiento de la calidad. 
 
Material de referencia certificado: Material de referencia acompañado por los 
documentos emitidos por una autoridad, con referencia a procedimientos válidos 
para obtener un valor de la propiedad especificada con incertidumbre y 
trazabilidad. 
 
Media aritmética: Valor de centralización de una muestra o población. Equivale a 
la suma de todas las observaciones dividida por el número de las mismas. 
 
Mensurando: Magnitud propuesta para medirse. La especificación del 
mensurando requiere la descripción del estado del fenómeno, cuerpo o sustancia 
a la cual está asociada la magnitud; incluye las componentes necesarias y las 
entidades químicas involucradas.  “Magnitud sujeta a medición”.  
 
Método Analítico: La adaptación especifica de una técnica analítica para un 
propósito de medición seleccionado. 
 
Metrología: Campo del conocimiento que trata de las mediciones. La metrología 
incluye todos los aspectos teóricos y prácticos de las mediciones, 
independientemente de la incertidumbre de la medida y del campo de aplicación. 
Principio de medida: Fenómeno que sirve como base de una medición. 
 
Método de medida: Descripción genérica de una organización lógica de 
operaciones usadas en una medición. 
 
Modelo de medida: Relación matemática entre todas las magnitudes que 
intervienen en una medición. 
                                            
10
 IDEM 
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Muestra: Producto resultante de la operación de muestreo.  
 
Muestra real, analítica o problema: Muestra susceptible de ser analizada. No se 
refiere a muestras de patrón de calibración o de control de calidad.  
 
Nivel de confianza: Probabilidad de que el conjunto de los valores verdaderos de 
un mensurando esté contenido en un intervalo de cobertura especificado  
 
Patrón de medida: Realización de la definición de una magnitud dada, con un 
valor de la magnitud y una incertidumbre de medida declarados, usado como 
referencia, Un patrón de medida se usa frecuentemente como una referencia para 
resultados de medición a otras magnitudes de la misma naturaleza, y por tanto 
establecen la trazabilidad metrológica, mediante calibración, de otros patrones de 
medida, instrumentos para medir o sistemas de medida.  
 
Patrón primario de medida: Patrón de medida para el cual el valor de la 
magnitud y la incertidumbre de medida se establecen mediante el uso de un 
procedimiento primario de medición. EJEMPLO: Patrón primario para la 
concentración de cantidad de sustancia preparado por disolución de una cantidad 
de sustancia conocida de un compuesto químico en un volumen conocido de 
solución.  
 
Patrón secundario de medida: Patrón de medida para el cual el valor de la 
magnitud y la incertidumbre de la medida son asignados mediante calibración con 
respecto a un patrón primario de medida de una magnitud de la misma naturaleza. 
La relación puede obtenerse directamente entre el patrón primario y el patrón 
secundario, o involucrar un sistema de medida intermedio calibrado por el patrón 
primario y asignarle un resultado de medición al patrón secundario.  
 
Patrón de referencia: Patrón de medida designado para la calibración de 
patrones de medida de trabajo de magnitudes de una naturaleza dada, en una 
organización dada o en un lugar dado 
 
Patrón de trabajo: Patrón de medida usado rutinariamente para calibrar o 
verificar instrumentos para medir o sistemas de medida. Un patrón de medida de 
trabajo usualmente se calibra con respecto a un patrón de medida de referencia. 
Otros términos aplicables a este concepto son “patrón de verificación” o “patrón de 
control”.  
 
Precisión de medida: Proximidad de concordancia entre valores medidos 
obtenidos por mediciones repetidas de un mismo objeto, o de objetos similares, 
bajo condiciones especificadas La precisión de una medición usualmente se 
expresa en forma numérica por medidas de la imprecisión, tales como la 
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desviación estándar, la varianza o el coeficiente de variación bajo las condiciones 
especificadas de la medición. 
 
Precisión intermedia de medida: Precisión de una medida bajo un conjunto de 
condiciones de precisión intermedia de medición. 
 
Procedimiento de medición: Descripción detallada de una medición de acuerdo 
a uno o más principios de medida y a un método de medida dado, con base en un 
modelo de medida y que incluye los cálculos para obtener un incertidumbre de 
medida. Un procedimiento de medición usualmente se documenta con suficiente 
detalle para que un operador pueda realizar una medición. Un procedimiento de 
medición se denomina a veces un procedimiento de operación estándar, 
abreviado SOP. 
 
Procedimiento de medición de referencia: Procedimiento de medición aceptado 
para producir resultados de medición apropiados para su uso previsto, para 
evaluar la veracidad de los valores medidos obtenidos a partir de otros 
procedimientos de medición para magnitudes de la misma naturaleza o por 
caracterización de materiales de referencia. 
 
Recuperación: Se define como eficacia en el rescate del analito de la matriz de la 
muestra. Es un parámetro que se debe estudiar durante el desarrollo del método 
analítico. La recuperación ideal es del 100%.recuperaciones mayores indican 
interferencias debidas a la matriz o errores determinados que deben eliminarse; 
recuperaciones menores indican perdidas del analito durante las fases de 
preparación de la muestra. Cuando la recuperación no es satisfactoria pero es 
reproducible cabe la posibilidad de utilizar el método analítico empleando un factor 
de corrección que compense las pérdidas de analito. De esta forma no se ve 
afectada la exactitud. 
 
Relación señal-ruido, ruido de fondo: En sistemas instrumentales es la señal 
residual o línea de base registrada con concentración cero de analito. Es decir, es 
la señal ruido que proporciona un blanco. 
 
Replicas y repeticiones: En el presente trabajo de grado se entiende como 
replicas a los análisis sucesivos de una muestra en las mismas condiciones 
utilizando el método analítico completo, desde la preparación de la muestra hasta 
la medición final del analito. 
 
Repetibilidad de medida: Precisión de una medida bajo un conjunto 
decondiciones de repetibilidad de medición. 
 
Reproducibilidad de medida: Precisión de una medida bajo condiciones de 
reproducibilidad de medición.   
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Resultado de medición: Conjunto de valores de una magnitud atribuidos a un 
mensurando acompañados de cualquier otra información relevante disponible. 
 
Selectividad: Capacidad de un método  analítico para medir y/o identificar 
simultánea o separadamente los analitos de interés de forma inequívoca sin 
interferencias de impurezas, productos de degradación, compuestos relacionados 
u otra sustancias presentes en la matriz. Capacidad del método para producir una 
respuesta para el analito de interés distinguible de todas las otras respuestas de 
los demás componentes de una mezcla potencialmente compleja. 
 
Sensibilidad: Capacidad de un método analítico para detectar pequeñas 
concentraciones de analito.   
 
Sesgo de medida: Error sistemático de medida o su estimado, con respecto a un 
valor de referencia. 
 
Trazabilidad metrológica: Propiedad de un resultado de medición por la cual el 
resultado puede ser relacionado a una referencia establecida mediante una 
cadena ininterrumpida y documentada de calibraciones, cada una de las cuales 
contribuye a la incertidumbre de medida. La trazabilidad metrológica por sí misma 
no asegura que la incertidumbre de medida es adecuada o la ausencia de 
equivocaciones.  
 
Validación: Verificación de que los requisitos especificados son adecuados para 
un uso determinado. 
 
Verificación: Aporte de evidencia objetiva de que un elemento satisface requisitos 
especificados, para lo cual se toma en cuenta la incertidumbre de medida. 
 
5.2. ESTADÍSTICA BÁSICA 
 
Para los fines de una validación, se utilizan normalmente ciertas mediciones 
estadísticas, que nos ayudan a establecer si el método se encuentra dentro de un 
parámetro aceptable, normalmente se determinan las siguientes:11 
 
Media: Conocida también como media aritmética o promedio, es la cantidad total 
de la variable (muestra o medida) distribuida a partes iguales entre cada 
observación. En términos matemáticos, es igual a la suma de todos sus valores 
dividida entre el número de sumandos 
 
                                            
11
Validación de métodos y determinación de la incertidumbre de la medición: ¨Aspectos generales 
sobre la validación de métodos¨. Santiago de Chile, 2010 (Instituto de Salud Pública, 2010) 
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𝑥 =
 𝑥𝑖
𝑛
 
 
Siendo: 
𝒙𝒊 =Valor de una lectura. 
𝒏=numero de lecturas 
 
Desviación estándar (s, S): Es el promedio de lejanía de los valores obtenidos 
(lecturas) respecto delpromedio. 
 
𝑺 =  
 (𝒙𝒊 − 𝒙 )𝟐𝒏𝒊=𝟎
𝒏 − 𝟏
 
Siendo: 
𝒙𝒊 = Valor de una lectura. 
𝒙 = Promedio de la totalidad de lecturas. 
𝒏 = Numero de lecturas 
 
 
Coeficiente de Variación (CV): Desviación estándar dividida por la media. 
También es conocida como desviación estándar relativa (RSD). El coeficiente de 
variación puede ser expresado en porcentaje: 
 
%𝑪𝑽 =
𝑺
𝑿 
 
Siendo: 
𝑺 = desviación estándar de las lecturas. 
𝑿 = promedio de la totalidad de lecturas. 
 
Varianza: Es una medida de dispersión definida como el cuadrado de la 
desviación estándar. 
 
𝒔𝟐 =
 (𝒙𝒊 − 𝒙 )𝟐𝒏𝒊=𝟎
𝒏 − 𝟏
 
Siendo: 
 
𝒙𝒊 = Valor de una lectura. 
𝒙 = Promedio de la totalidad de lecturas. 
𝒏 = Numero de lecturas 
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5.3. ANÁLISIS QUÍMICOS 
 
El análisis químico resulta ser transversal a una amplia gama de actividades con 
importantes implicancias sociales y económicas. El obtener un resultado confiable 
a partir de la aplicación de un análisis químico, no es una tarea trivial debido a la 
dependencia del resultado con la metodología empleada, el tipo de muestra, su 
concentración, y en algunos casos, a la necesidad de aislar al analito de la matriz 
de la muestra.  Finalmente, que este resultado responda adecuadamente a las 
necesidades de información requerida. 
 
Por otro lado es necesario considerar que en la actualidad gran parte de los 
resultados analíticos son obtenidos a partir de mediciones instrumentales y que 
por lo tanto, se requiere realizar previo a la medición una adecuada calibración del 
instrumento en orden a obtener datos confiables y comparables. La interferencia 
de la matriz en el proceso de medición es otra dificultad a salvar. Para ello, se han 
establecido herramientas que permiten establecer la comparabilidad y veracidad 
de las mediciones; siendo estas: 
 
(a) materiales de referencia y  
(b) comparaciones interlaboratorio. 
 
Ambas herramientas se han integrado en el proceso analítico de modo de 
asegurar la calidad de los resultados. 
 
Recordemos que un proceso analítico, consiste en un conjunto de procedimientos 
realizados para solucionar un determinado problema analítico. Este consta de 
varias etapas tales como: definición del problema, elección del método, ejecución 
del método y medición.12 
 
 5.4. DESAFÍOS DE LA METROLOGÍA QUÍMICA 
 
Teniendo en consideración los temas previamente tratados, queda de manifiesto 
que existen áreas que requieren de un mayor soporte y estudio, como así mismo 
de su armonización. Dentro de estas áreas podemos mencionar: 
 
Medición de la Incertidumbre. Se requiere establecer la incertidumbre como un 
requerimiento de la trazabilidad y de estrategias para la estimación de la 
incertidumbre en métodos de rutina y a lo largo de todo el proceso analítico. De allí 
que se deben mejorar el entendimiento de estrategias de estimación de la 
incertidumbre. 
                                            
12
MATERIALES DE REFERENCIA Y COMPARACIONES INTERLABORATORIOS: Herramientas 
para el control de la calidad en laboratorios de ensayo, Manuel A. Leiva-Guzmán. Ed. Aquaprint, 
Santiago de Chile, 2006. (Leiva Guzmán, 2006) 
 
29 
 
 
Legislación en metrología. Se requiere avanzar en el desarrollo de un marco 
legal que permita el desarrollo, diseminación y aplicación de la metrología en el 
ámbito comercial de modo que las mediciones puedan ser defendibles no sólo 
científicamente sino también, legalmente. Estos conceptos aparecen 
generalmente en las legislaciones de algunos países, pero no han sido adaptados 
a las exigencias económicas y sociales actuales. 
 
Trazabilidad de las mediciones. No es claro que en el campo de los laboratorios 
se cuente con procedimientos y mecanismos adecuados para establecer una 
cadena de trazabilidad; lo que implica que no es claro el nivel de entendimiento de 
este concepto. De este modo la difusión de la metrología química resulta 
fundamental. 
 
Establecimiento de la Infraestructura de soporte a la Metrología. Una 
infraestructura básica, reconocida mutuamente por las naciones, que permita 
establecer, adecuadamente y unívocamente, la cadena de trazabilidad de las 
mediciones, y que considere su sustentabilidad en el tiempo, es fundamental para 
el desarrollo de la metrología. 
 
Comparaciones Interlaboratorios y/o Pruebas de aptitud. Existe consenso en 
la actualidad que no hay mejor evaluación de la conformidad de un laboratorio que 
realizar una medición, de allí que algunos países hayan incorporado este tipo de 
pruebas a su sistema de acreditación como una exigencia más del mismo. Estas 
evaluaciones no siempre tienen los mismos criterios de conformidad y la forma de 
evaluar no siempre es la misma. Por lo anterior, es necesario unificar criterios 
respecto del uso de este tipo de herramientas. Por otra parte, y dado que este tipo 
de comparaciones se emplea para asignar valores a materiales de referencia 
certificados, éstos deben ser establecidos con criterios científicos técnicos y se 
deben establecer claramente las limitaciones de este tipo de procedimientos. 
 
Trazabilidad y comparabilidad de métodos cualitativos. Existe una gran 
cantidad de metodologías analíticas que tienen su base en respuestas binarias 
(SI/NO) en donde los conceptos de incertidumbre son algo difusos ya que el 
soporte metrológico es insuficiente. De allí que su desarrollo es necesario y 
fundamental para asegurar la trazabilidad y la comparabilidad de mediciones 
realizadas con estos métodos. 
 
Desarrollo de materiales de referencia. El desarrollo de materiales de referencia 
certificados con la menor incertidumbre y que aborden el gran número de 
aplicaciones que son necesarios en diferentes áreas sectoriales debe ser una 
prioridad. De allí que se requiera contar con materiales de referencia con matriz 
acorde a las exigencias y realidades para cumplir con los requisitos de calidad de 
las mediciones analíticas de un país y/o región. 
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Desarrollo y validación de métodos primarios. En química resulta difícil 
establecer métodos primarios de medición, dada las exigencias que éstos deben 
cumplir y sólo se cuenta con pocas de estas metodologías. Los resultados que 
proveen resultados son los que presentan una menor incertidumbre y son 
directamente trazables al sistema internacional de medidas. Por lo anterior, resulta 
importante el desarrollo y aplicación de este tipo de metodologías. 
 
Validación de métodos y el efecto de la matriz. Dada la complejidad del 
proceso de medición analítica que pase por sucesivas etapas hasta llegar al 
proceso de medición, las cuales pueden ser influenciadas por la naturaleza 
química o física de la muestra y que resulta en mediciones inexactas e imprecisas 
es un tema que no ha sido  desarrollado aún adecuadamente aunque existen 
variadas aproximaciones para abordar este problema. Así mismo la influencia del 
efecto de la matriz en la validación debe ser considerado de modo que la medición 
sea lo más veraz posible y representativa de la muestra real. 
 
El desarrollo de guías, normas y documentos relacionados con la trazabilidad y 
metrología son un indicativo que por un lado deja de manifiesto la necesidad de 
extender el uso de conceptos y por otro, la necesidad de la armonización de 
métodos de validación, uso de materiales de referencia y de buenas prácticas .(12) 
 
 
Requerimientos de calidad 
 
Con el uso de materiales de referencia y comparaciones interlaboratorios o 
pruebas de aptitud se puede otorgar trazabilidad y comparabilidad a las 
mediciones que realizan diferentes laboratorios. La interrogante inmediata que 
surge de la aseveración anterior es ¿Si esta premisa es suficiente o se requieren 
de otras herramientas? La experiencia y conocimiento actual nos permite 
establecer que para controlar y asegurar la calidad de los resultados de 
mediciones, nunca serán suficiente las medidas que se tomen y se deberá 
establecer una relación de costo beneficio entre los requerimientos de información 
y la certeza de la misma, toda vez que las mediciones siempre están sujetas a un 
grado de incertidumbre. Es así que se requiere también de armonización de los 
sistemas y / o procesos de medición a nivel nacional regional e internacional, que 
aseguren el uso de: 
 
Procedimientos armonizados de validación de métodos analíticos que permitan 
asegurar la comparabilidad de los parámetros tales como:  
 
 límites de detección,  
 límites de cuantificación, 
  sensibilidad,  
 Procedimientos para determinar la incertidumbre  
 Procedimientos para establecer la trazabilidad  
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 Materiales de referencia, y 
 Participación en pruebas de aptitud  
 
Asimismo, los laboratorios de análisis pueden suscribirse al uso de sistemas de 
control y aseguramiento de la calidad que presentan sus lineamientos bajo normas 
o guías, tales como la ISO/IEC 17025 que describe los requerimientos generales 
para la competencia de laboratorios de ensayo y calibración. 
  
Finalmente, y en orden a establecer la comparabilidad de las mediciones se 
requiere de la aplicación y uso correcto del proceso analítico, establecer una 
adecuada cadena de trazabilidad y establecer la conmutatividad entre la muestra 
real y el uso de materiales de referencia. 
 
 5.5. TRAZABILIDAD 
Según el Vocabulario Internacional de Metrología13 es “la Propiedad del resultado 
de una medición o el valor de un patrón, por  el cual puede ser relacionado con los 
patrones de referencia, usualmente patrones  nacionales o internacionales, a 
través de una cadena ininterrumpida de comparaciones, teniendo establecidas las 
incertidumbres” 14 
 
 5.5.1. Elementos de la trazabilidad 
 
La trazabilidad está caracterizada por seis elementos esenciales:  
 
a) Una cadena ininterrumpida de comparaciones; que se remite a referencias  
determinadas aceptables por las partes, por lo general un patrón nacional o 
internacional;  
 
b) Incertidumbre de la medición; que para cada paso de la cadena de trazabilidad 
se deberá calcular o estimar siguiendo métodos aceptados. Se debe declarar la 
incertidumbre en cada paso de la cadena, de modo que se pueda calcular o 
estimar una incertidumbre total para la cadena completa.  
 
c) Documentación; cada paso de la cadena debe ser ejecutado de acuerdo con 
procedimientos documentados y generalmente reconocidos; los resultados deben 
registrase de modo que puedan ser verificados;  
 
d) Competencia; los laboratorios que ejecutan uno o más pasos de la cadena 
deben proporcionar evidencias de su competencia técnica.  
 
                                            
13
 Vocabulario Internacional de Metrología VIM del Comité Conjunto para las Guias en Metrología. 
14
 JCGM 200,  “Vocabulario Internacional de Metrología: Conceptos fundamentales y generales, y 
términos asociados (VIM) 1
a 
Edición en español, 2008 (JCGM, 2008) 
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e) Referencia a las unidades del Sistema Internacional (SI); la cadena de 
comparaciones debe terminar en los patrones primarios para la realización de las 
unidades del SI, salvo que no sea técnicamente posible.  
 
f) Intervalos de calibración; con el objeto de mantener la trazabilidad de las 
mediciones, las calibraciones deberán repetirse a intervalos apropiados; la 
frecuencia de las calibraciones depende de una serie de variables, por ejemplo, la 
exactitud requerida, incertidumbre requerida, la frecuencia y modo de uso y la 
estabilidad de los equipos, entre otros.  
 5.5.2. Política sobre la Trazabilidad de las mediciones 
 
Los laboratorios de ensayo, laboratorios de calibración y organismos de 
inspección deben: 
 
a) Demostrar que la calibración de los equipos críticos y por tanto los resultados 
de la medición generados por dichos equipos, de acuerdo con el alcance de su 
acreditación, son trazables al Sistema Internacional de Unidades (SI).  
 
b) La calibración de los equipos críticos debe ser realizada por laboratorios de 
calibración acreditados. 
 
c) En caso que los laboratorios de ensayo acreditados calibren sus propios 
equipos e instrumentos, deberán cumplir los requisitos de competencia técnica 
que la norma NTP-ISO/IEC 17025 establece para los laboratorios de calibración 
(Cap.5). 
 
d) Los laboratorios que realizan sus propias calibraciones, deben asegurar su 
trazabilidad. 
 
e) Cuando la trazabilidad referida al SI, no sea técnicamente posible o razonable, 
los laboratorios de ensayo, laboratorios de calibración y organismos de inspección 
y el cliente y otras partes interesadas pueden acordar el uso de materiales de 
referencia certificados suministrados por un proveedor competente o utilizar 
métodos y/o patrones de consenso especificados que estén claramente descritos 
y sean aceptados por las partes involucradas.  
 
 5.5.3. Trazabilidad de las pruebas químicas y biológicas 
 
Para lograr la trazabilidad al Sistema Internacional de Unidades (SI) en las 
mediciones químicas (incluye fisicoquímicas y bioquímicas), se requiere 
necesariamente la aplicación de algún método primario de medición química. En 
consecuencia, la trazabilidad de las mediciones químicas de un laboratorio se 
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puede demostrar mediante la aplicación de alguno de los siguientes 
mecanismos15:  
 
 
1. Uso de materiales de referencia certificados trazables al SI y su incertidumbre, 
Los laboratorios puede demostrar que el resultado de la medición que logra es un 
valor trazable y confiable. 
 
2. En los análisis físico-químicos, cuando no sea posible o relevante la calibración 
del equipo para asegurar la trazabilidad de las medidas (ej. Cromatógrafo), puede 
conseguirse una calibración trazable del conjunto equipo-método de ensayo, 
utilizando un Material de Referencia Certificado (MRC). EL MRC será sometido al 
mismo proceso de las muestras. El grado de concordancia entre el valor obtenido 
para el MRC y su valor certificado puede utilizarse para determinar la exactitud de 
los valores obtenidos para las muestras (ver ISO 5725 – Parte 1).  
 
3. Cuando no se disponga de MRC se puede demostrar la trazabilidad de las 
medidas mediante la participación del laboratorio en un ejercicio de comparación 
de ensayos interlaboratorios.  
 
4. Uso de métodos de medición de referencia, aplicados por laboratorios 
competentes (que demuestren cumplimiento de la Guía ISO/IEC 34) cuyas 
mediciones tienen trazabilidad demostrada a unidades del SI diferentes a la 
unidad de medida mol.  
 
5. Uso de un método primario por el cual un laboratorio químico es capaz de 
establecer la trazabilidad directa de una medición química o bioquímica al SI.  
 
REGISTROS  
 
Los laboratorios para demostrar la trazabilidad deberán mantener los siguientes 
registros:  
 
•Certificados de los materiales de referencia que demuestren la trazabilidad hacia 
el SI, y que declaren su incertidumbre.  
 
•Cartas de trazabilidad completas y actualizadas, que permitan demostrar la 
trazabilidad de sus mediciones a patrones nacionales o internacionales. La carta 
de trazabilidad debe contar con los valores y las incertidumbres estimados en 
cada comparación, así como la referencia al procedimiento de calibración o 
método de medición química en cada comparación preferentemente. La referencia 
                                            
15
 Sistema Nacional de Acreditación, “criterios para la Trazabilidad de las Mediciones”  Lima Perú 
2013 
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al organismo responsable de la calibración, de la certificación del material de 
referencia.  
 
•Certificados de calibración de los equipos utilizados en los métodos. 
 
 5.6. RAZONES QUE JUSTIFICAN LA VALIDACION DE METODOS 
ANALITICOS 
 
 
 Demostrar que los métodos son adecuados a los análisis propuestos en las 
condiciones descritas. La validación es la herramienta que permite obtener 
las pruebas documentales al respecto. 
 
 Trabajar con métodos que ofrezcan confianza y seguridad en los 
resultados, lo cual a su vez minimizara el número de fallos y repeticiones 
permitiendo un importante ahorro de costos. 
 
 Trabajar con métodos validados permite no solo el conocimiento del método 
analítico sino también cumplir con las exigencias legales. 
 
 
  PARA INICIAR LA VALIDACION ES NECESARIO PREVIAMENTE: 
 
 Tener perfectamente caracterizado el analito 
 
 Trabajar con una formulación definitiva, puesto que cambios  en la 
composición incluso a nivel de excipientes afectarán probablemente el 
procedimiento analítico. 
 
 Trabajar suficientemente con el método de análisis como para que  el 
conocimiento acerca de este, nos ofrezca garantías de que la validación 
puede ser satisfactoria. Solo  cuando el procedimiento está definido en 
todos sus detalles y se tiene el convencimiento de que las condiciones 
descritas son idóneas para alcanzar los resultados esperados debe 
iniciarse la validación.  
 
 5.7. MÉTODOS SUCEPTIBLES DE SER VALIDADOS 
 
Los métodos suceptibles de ser validados en un laboratorio son: 
 Ensayos de identificación. 
 Ensayos para la determinación del analito de interés de una materia prima o 
de una especialidad farmacéutica. 
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 Ensayos para la determinación de características fármaco técnicas 
diferentes. 
 Ensayos de límite de impurezas y de cuantificación de impurezas. 
 Ensayos para la determinación den fluidos biológicos y en productos 
naturales. 
 Ensayos microbiológicos. 
 
5.8. FASES EN EL DESARROLLO DE UN MÉTODO ANALÍTICO Y CRITERIOS 
DE VALIDACIÓN 
5.8.1. Definición De Las Características De Práctica. 
Han de evaluarse los parámetros de practicabilidad del método analítico: precisión 
exigible, sensibilidad deseable, grado de selectividad, tiempo, costo, tamaño de la 
muestra, capacidad del personal, tipo de equipo e instrumentación, condiciones de 
seguridad, etc. 
5.8.2. Características De Fiabilidad 
Esta etapa permite conocer las características de fiabilidad del método para su 
aplicación rutinaria. Dichas características son las que demuestran la capacidad 
de un método analítico para mantener a lo largo del tiempo los criterios 
fundamentales de validación. 
Las características de fiabilidad comprenden los cinco criterios fundamentales de 
validación, (no necesariamente aplicables en todos los casos) y  de los que 
derivan en la práctica todos los parámetros de validación: 
 
a) La capacidad de un método para determinar el analito sin interferencias de 
impurezas, productos de degradación, excipientes u otras sustancias presentes en 
la muestra relacionada con el término selectividad. 
Selectividad: Se define como la capacidad del método para proporcionar 
resultados que son directamente (o por medio de transformaciones matemáticas) 
proporcionales a la concentración del analito en la muestra dentro de un rango 
establecido. 
Rango: Se define como el intervalo entre la concentración superior e inferior para 
las cuales se ha demostrado la correcta precisión, exactitud y linealidad de 
método. 
 
b) La dispersión de una serie de resultados alrededor  del valor medio o 
central, es decir, el más - menos de un procedimiento analítico se relaciona con el 
término precisión. 
Precisión: Es la capacidad de un método para proporcionar resultados próximos 
entre si. Se puede estudiar a tres niveles: 
Repetibilidad: Evalúa la precisión del método (precisión intraensayo). 
Precisión intermedia: Evalúa la precisión frente a variaciones de analista, equipo 
y día (precisión intralaboratorio o precisión intraensayo). 
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Reproducibilidad: Evalúa la precisión entre laboratorios (precisión 
interlaboratorios). 
 
c) La diferencia entre el valor hallado en el análisis y el valor verdadero. 
Concepto relacionado con el termino exactitud. 
Exactitud: expresa la proximidad entre el valor que es aceptado 
convencionalmente como valor verdadero o valor de referencia y el valor 
experimentalmente encontrado. 
 
d) La cantidad mínima de analito requerida para obtener un resultado 
significativo está relacionada con los términos límite de detección y limite de 
cuantificación. 
Límite de cuantificación: se define como la mínima cantidad de analito que 
puede determinarse cuantitativamente con una adecuada exactitud y precisión. 
Este parámetro tiene sentido y especial interés en la determinación de 
concentraciones bajas de analito. 
Límite de detección: se define como la mínima cantidad de analito en una 
muestra que puede ser detectado aunque no necesariamente cuantificado con 
precisión y exactitud. 
 5.9. DOCUMENTACIÓN DE LA VALIDACIÓN 
 
Toda validación comienza a partir de un método ya probado y ajustado. La 
validación trata de demostrar con un número mínimo de ensayos, que tanto el 
método de análisis como su sistema analítico asociado producirán resultados 
adecuados a las exigencias preestablecidas. Dicha demostración debe ser 
siempre documentada de acuerdo al siguiente sistema: 
 
Ilustración 2. Diagrama de Flujo de Validación 
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 5.10. PROTOCOLO DE VALIDACIÓN 
 
Se trata de un documento que ha de recoger el objetivo, la definición del sistema a 
validar, la identificación de los parámetros, el diseño del plan experimental y los 
criterios de aceptación. Debe ser específico para cada producto y método, 
debiendo ir firmado  fechado por las personas responsables de la validación y 
aprobación. 
 
El esquema de un protocolo de validación puede incluir los puntos siguientes: 
 
Objetivo: exposición de la finalidad de la validación y propuesta de fechas de 
inicio y final. 
 
Responsables: Relación de las personas que llevarán a cabo la validación y de 
las que la aprobaran. 
 
Parámetros a estudiar: Lo parámetros a estudiar se seleccionan en función de 
las características de la muestra, tipo de método analítico y rango de 
concentración del analito. 
 
Muestras: El muestreo se realizará de acuerdo con procedimientos escritos, en 
los cuales se indicarán los  sistemas de identificación y tratamiento previo de las 
muestras.  
 
Equipos: Se han de identificar los equipos implicados en el proceso de validación 
(pH-metros, balanzas, cromatografos, etc), y comprobar que están  
convenientemente cualificados, referenciando estos datos en el informe de 
validación. 
 
Métodos analíticos: Existirán métodos escritos describiendo el procedimiento 
para la determinación de los parámetros a evaluar, con indicación de reactivos, 
patrones, materiales, técnica y cálculos. 
 
Criterios de aceptación: Se establecerán a priori para cada uno de los 
parámetros, basándose en las necesidades o finalidad del método y en la 
información recogida durante la fase de desarrollo del procedimiento analítico 
 5.11. REALIZACION DE LA VALIDACION Y EVALUACION DE LOS 
RESULTADOS 
Todos los datos primarios deben ser perfectamente auditables una vez realizada 
la parte experimental de la validación, se evaluaran los resultados obtenidos. Si 
durante la ejecución del protocolo se produce alguna modificación se añadirán 
como un anexo al mismo explicando el cambio introducido respecto al original y la 
razón que lo justifica. 
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INFORME DE VALIDACION 
 
Los informes de validación incluyen: 
a) Referencia al protocolo en el cual se describe el procedimiento para la 
determinación de cada uno de los parámetros a evaluar. 
b) Resultados de las determinaciones de cada parámetro incluyendo todos los 
datos primarios. 
c) Referencias de la calibración y cualificación de los instrumentos utilizados y 
resultados de la verificación de los parámetros de idoneidad antes de iniciar 
el estudio de validación. 
d) Discusión delos resultados y conclusiones. Se indicara la aceptación o no 
de la validación del método analítico. También se puede aceptar un método 
analítico con limitaciones para un tipo de muestras concreto. 
5.12. CERTIFICADO DE VALIDACIÓN 
El certificado de validación o documento formal de aprobación que emite el 
laboratorio con los resultados obtenidos para cada parámetro, debe ser firmado 
por las personas responsables, en este caso es el  plan de validación como tal y 
sus resultados, los cuales se encuentran anexados en este trabajo; los  
documentos firmados hacen parte de la documentación privada del Laboratorio de 
Química Ambiental de la Universidad Tecnológica de Pereira. 
 5.13. ARCHIVO 
Los documentos referentes a la validación se archivaran adecuadamente durante 
todo el tiempo de vida del producto o servicio16 
 
 5.14. INCERTIDUMBRE 
Para la estimación de incertidumbre se recomienda seguir los cuatro pasos 
principales: 
 
1. Especificación de la cantidad bajo determinación de medición (mesurando) 
incluyendo la relación entre el mesurando y los parámetros (cantidades 
medidas, constantes, patrones de calibración, etc.) de los cuales el 
mesurando depende. 
 
2. Identificación de las fuentes de incertidumbre incluyendo por lo menos 
todos los parámetros identificados en el transcurso del primer paso. Pueden 
incluirse otras fuentes. 
 
 
                                            
16
 CAPACHA E., HENRY P., LLANOS R., GIOVANNA P., “Desarrollo y validación de un método 
analítico para la cuantificación de dexametasona y clotrimazol en crema, por HPLC y análisis de 
productos comercializados en el Perú” Universidad de San Marcos Lima, Perú 2007 (Capcha 
Espinoza & Llanos Rebaza, 2007) 
 
39 
 
3. Cuantificación de los componentes de incertidumbre (componente por 
componente) usando estimados para los parámetros y demás fuentes 
identificadas, obtenidas por experimento, de la  validación o de ensayos 
intra o interlaboratorios. 
 
4. Calculo de incertidumbre total (del balance) según las reglas de la 
propagación de incertidumbre. 
 
Este procedimiento está demostrado en la siguiente Ilustración 
 
 
Ilustración 3 Diagrama Estimación de la Incertidumbre 
 
Para una mejor visualización de los componentes de un procedimiento o método 
analítico, sus interrelaciones y fuentes de incertidumbre, y una decisión más fácil 
tanto sobre el impacto real de las diferentes fuentes como sobre la (posible) 
agrupación o combinación de fuentes, la guía EURACHEM17propone la aplicación 
del diagrama “causa y efecto”, inicialmente elaborado en 1943 por Kaoru Ishikawa, 
                                            
17
Validación de métodos y determinación de la incertidumbre de la medición: ¨Aspectos generales 
sobre la validación de métodos¨. Santiago de Chile, 2010 
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protagonista japonés de actividades en control dela calidad, y recientemente 
redescubierto como herramienta útil. 
 
6. METODOLOGIA 
 
La metodología que se empleó para dar cumplimiento a cada uno de los objetivos 
propuestos en el presente documento se describe como una serie de actividades. 
 
6.1 Revisión de metodologías analíticas: 
 
6.1.1 Documentación del ensayo de Nitrito 
Mediante el método colorimétrico. 4500 – No2-B.tomado del Standard Methods for 
the examination of water and wastewater. 22nd. 2012.  
 
6.1.2 Procedimiento Estándar de Operación SOP. 
 
6.2 Elaboración de matriz AMEF 
(Análisis de modo y efecto de falla), teniendo en cuenta que la herramienta fue 
adaptada por parte del LQA.  
 
6.3 Definición de los parámetros característicos del método. 
Evaluación de la competencia para desarrollar el análisis y Elaboración del plan de 
validación de acuerdo con el formato de trabajo que fue aportado por el LQA. 
 
6.4 Ejecución de actividades analíticas: 
 
6.4.1 Inducción a la actividad analítica, 
Reconocimiento de equipos y  puesta a punto del método. 
 
6.4.2 Recolección, preparación de muestras y ejecución del plan de validación. 
6.5 Procesamiento de datos: 
 
Desarrollo de cálculos y estimaciones estadísticas a los datos recolectados 
usando el software ProControl®.  
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6.6 Análisis de los resultados: 
 
Análisis de las estimaciones estadísticas acorde al plan de validación.  
 
 Estimación de la incertidumbre de medición. 
 Determinar la trazabilidad del método de ensayo. 
 Generación de la documentación soporte con los resultados. 
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7. RESULTADOS 
 
De acuerdo con los objetivos trazados para la elaboración del presente trabajo, se 
realizó un cuadro resumen donde se señala el producto obtenido de las 
actividades realizadas, materializándose en los diferentes documentos que se 
describen en la tabla 2, que se incluirán como anexos. 
 
Objetivo Específico Resultado 
Validar el ensayo de Nitrito a través 
de la estimación de los parámetros 
característicos del ensayo como 
son: Límite de detección, límite de 
cuantificación, exactitud y precisión 
bajo condiciones de repetibilidad y 
reproducibilidad, rango lineal y de 
trabajo, sensibilidad y porcentaje de 
recuperación. 
Ver Anexo A: Puntos críticos del 
ensayo de Nitrito. 
Ver Anexo B: AMEF Nitritos. 
Ver Anexo C: Plan de validación de 
Nitritos. 
Ver Anexo D: Resultados validación 
Nitritos. 
Validar el ensayo de Nitratos a través 
de la estimación de los parámetros 
característicos del ensayo como 
son: Límite de detección, límite de 
cuantificación, exactitud y precisión 
bajo condiciones de repetibilidad y 
reproducibilidad, rango lineal y de 
trabajo, sensibilidad y porcentaje de 
recuperación. 
Ver Anexo G: Puntos críticos del 
ensayo de Nitratos. 
Ver Anexo H: AMEF Nitratos. 
Ver Anexo I: Plan de validación de 
Nitratos. 
Ver Anexo J: Resultados validación de 
Nitratos. 
 
Estimar la incertidumbre de 
medición asociada al ensayo 
validado 
Ver Anexo E: Estimación de la 
incertidumbre del ensayo de Nitritos. 
 
 
Determinar la trazabilidad para el 
ensayo validado 
Ver Anexo F: Trazabilidad del ensayo 
de Nitritos. 
 
Generar la documentación necesaria 
para dar cumplimiento a los 
requisitos establecidos en la NTC-
ISO/IEC 17025:2005 en el numeral 
5.4.2 
La documentación que soporta que el 
LQA aplica de forma adecuada el 
método de ensayo para el análisis de 
Nitritos se evidencia en los anexos del 
A al F.  
Tabla 1. Tabla de Resultados de Validación del Ensayo de Nitritos y Nitratos 
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9. CONCLUSIONES 
 
Se validó el ensayo de Nitritos a través de los parámetros característicos como: 
Límite de detección, límite de cuantificación, exactitud,  precisión bajo  condiciones 
de repetibilidad, reproducibilidad, rango lineal, rango de trabajo y porcentaje de 
recuperación;  lo que permitió concluir que el método Colorimétrico para la 
determinación de Nitrito propuesto en el  Standard Methods for the examination of 
water and wastewater  es apto para el alcance y uso propuesto. 
Se validó el ensayo de Nitratos a través de los parámetros característicos como: 
Límite de detección, límite de cuantificación, exactitud,  precisión bajo  condiciones 
de repetibilidad, reproducibilidad, rango lineal, rango de trabajo y porcentaje de 
recuperación;  lo que permitió concluir que el método de espectrofotometría 
ultravioleta  para la determinación de Nitrato propuesto en el  Standard Methods 
for the examination of water and wastewater no es apto para el alcance y uso 
propuesto. 
 
El ensayo de Nitratos es apto para el uso siempre que los usuarios manifiesten la 
aceptación de datos aunque no cumplan con el criterio de corrección de 
background, teniendo en cuenta que se evidenció durante la validación que los 
datos de % recuperación efectuados con muestras cumplen con el criterio de 
aceptación. También se evidencia cumplimiento en cuanto a Repetibilidad y 
reproducibilidad. 
 
Se estimó la incertidumbre de medición asociada al ensayo de Nitrito lo que 
genera una mayor confianza en la validez del resultado permitiendo establecer las 
fuentes que en mayor proporción contribuyen a la misma para tomar acciones 
correctivas, eliminar errores sistemáticos y obtener resultados analíticos más 
confiables.Igualmente para el ensayo de Nitrito se estableció que cada una de las 
mediciones involucradas en éste son trazables a las unidades del Sistema 
Internacional. 
Con la documentación generada (anexos del A al F) a través del desarrollo del 
presente trabajo se demostró que el método de ensayo para determinar Nitritos 
utilizado por el Laboratorio de Química Ambiental es apropiado para el uso 
específico previsto. 
 
Con la documentación generada (anexos del G al L) igualmente se demostró que 
el método de ensayo para determinar Nitratos utilizado por el Laboratorio de 
Química Ambiental solo es apropiado para el uso específico previsto siempre que 
los usuarios manifiesten la aceptación de datos aunque no cumplan con el criterio 
de corrección de background . 
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9. RECOMENDACIONES 
 
Es muy importante que las muestras, patrones, materiales volumétricos y de 
medición se aclimaten a 20 ºC, temperatura para la cual ya está dada su 
incertidumbre y así minimizar los errores. 
 
Se recomienda el uso de agua tipo II para evitar cualquier interferencia debido a 
otros iones. 
 
El material de referencia (Nitrito de Sodio y Nitrato de Potasio), es la base del éxito 
de la validación o de cualquier análisis, por lo tanto es indispensable su correcto 
uso, en este trabajo por ejemplo: su  manipulación, tiempo  y temperatura de 
secado jugaron un papel muy importante. 
 
Con las soluciones que se preparan pesando directamente los materiales de 
referencia antes son las únicas con las que se trabaja durante toda la validación, 
es  importante que permanezcan muy bien refrigeradas ya que el resto de 
soluciones se preparan todos los días a partir de ellas. 
 
Se debe tener presente que factores como el pH de la muestra o sólidos presentes 
en la misma, afectan enormemente los resultados de las mediciones por lo que es 
de mucha importancia el ajuste de pH y la filtración de las muestras en ambos 
métodos. 
 
Para la determinación de Nitrato recomiendo al Laboratorio de Química Ambiental 
el uso de un formato, en el que se explique al usuario en que consiste  el criterio 
de corrección de background y se informe que el método no logra cumplir con el 
mismo, este formato debe ser firmado por el usuario si acepta estos términos. 
 
Para la determinación de Nitratos si existen problemas con la corrección por 
backgruond,  al igual que lo hace el Standard methods for examination of water 
and wastewater se recomienda  utilizar el método de la segunda derivada por  
espectrofotométria UV, pues una aproximación alternativa  a la corrección del 
background  es el uso de la segunda derivada del espectro; el método de las 
derivadas a contribuido a la solución de problemas de interferencias en la 
determinación de trazas y mezlca de sustancias. 
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LISTA DE ANEXOS 
ANEXO A. Puntos críticos del ensayo de Nitrito. 
FLUJOGRAMA. 
 
Ilustración 4. Diagrama de puntos críticos del ensayo de Nitritos 
 
Como se observa en el anterior flujograma los puntos críticos de la determinación 
de Nitritos  son: 
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La preparación de la solución intermedia, la solución estándar  y los patrones, 
debido a que cualquier cambio en sus concentraciones afectará los resultados. 
 
La filtración de los sólidos suspendidos, ya que estos afectan los resultados de la 
medición. 
 
El pH de la muestra debe estar entre 5,00 y 7,00 para que los nitritos presenten no 
se reduzcan a amoniaco, ni se oxiden a nitratos. 
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ANEXO B. AMEF Nitritos 
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ANEXO C. PLAN DE VALIDACIÒN  DEL ENSAYO DE NITRITO  MEDIANTE 
EL MÉTODO COLORIMETRICO. 4500 – NO2- B. Standard Methods for the 
examination of water and wastewater (DE 097). 
 
Se trata de un método colorimétrico basado en la reacción de Griess. 
 
La diazotación de la sulfamida en medio ácido y su copulación con diclorhidrato de 
N-(1-naftil)-etilendiamina (diclorato de NED) da un complejo coloreado púrpura 
adecuado para la determinación espectrofotométrica de los nitritos. 
 
Podemos distinguir dos etapas: 
 
1) Diazotación de la sulfamilamida, formándose un catión de diazonio incoloro. 
2) Copulación del catión con el clorhidrato de NED, dando un colorante azoico de 
color púrpura. 
 
La reacción es la siguiente 
 
 
Ilustración 5. Reacción de la determinación de Nitritos 
 
 
 
1  ESTABLECIMIENTO DEL RANGO DE LINEALIDAD 
 
El Standard Methods establece que para el ensayo de nitrito  mediante el método 
colorimétrico, el sistema de color obedece a la ley de Beer hasta 180 mg N / L con 
un paso de luz de 1 cm a 543 nm. 
 
2. EQUIPOS, REACTIVOS Y VIDRIERÍA EMPLEADOS EN LA EJECUCIÓN 
DEL PLAN DE VALIDACIÓN  
 
Equipos, Estufa de secado marca Binder, Balanza analítica marca Sartorious BP 
221 S, Agitador magnètico marca Heidolph MR 3001 con barras magnéticas, 
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Termóstato marca Julabo F34, Sistema de purificación de agua Simplicity 
MILLIPORE- Fotómetro marca Shimadzu UV-1700 Pharmaspec 
 
 Reactivos 
 
Agua tipo II 
Nitrito de Sodio 
Ácido Fosfórico 85% 
Sulfanilamida 
N-(1-Nafti)l-etilendiamina 
Hidróxido de Sodio 1N  
Acido Clorhidrico 1N  
 
Tabla2. Reactivos 
 
 
 Vidriería y materiales 
 
El material volumétrico empleado para el desarrollo de la validación es clase A  
 
Matraces aforados clase :A 100 mL ,200mL ,1000 Ml 
Pipetas volumétricas clase A:3mL, 4 mL, 8 mL , 10 mL ,20 mL, 50 mL ,100 
mL. 
Beakers de 100 mL , 250 mL. 
Espátulas  
Frascos lavadores  
Varillas de vidrio  
Barras agitadoras de teflón 
 
Tabla 3. Vidriería y materiales 
 
 
1. PREPARACIÓN DE LOS REACTIVOS 
 
Preparación de Soluciones de Trabajo y Muestras Adicionadas 
 
Los estándares se prepararon a partir de diluciones de la solución estándar de 1,0 
mg NO2
-/L la cual se preparó diariamente, la solución intermedia se preparó una 
sola vez y se mantuvo refrigerada durante toda la validación. 
 
Solución Intermedia de Nitritos: Concentración teórica de 50 mg NO2
-/L, 
preparada por pesada directa de 0.1244 g de Nitrito de Sodio, secado previamente 
a 105 ºC durante 2 horas y disuelto hasta completar 500 mL con agua tipo II a 20 
ºC. 
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Solución Estándar de Nitritos: Concentración teórica de 1,0 mg NO2
-/L, 
preparado por dilución, tomando 5 mL de la solución intermedia y diluyendo a 250 
mL con agua tipo II, aforando a 20 ºC. 
Estándar Bajo, Eb: Concentración teórica de 0,02 mg NO2
-/L, preparado por 
dilución, tomando 4 mL de la solución estándar y diluyendo a 200 mL con agua 
tipo II, aforando a 20 ºC. 
Estándar Medio, Em: Concentración teórica de 0,5 mg NO2
-/L, preparado por 
dilución, tomando 100 mL de la solución estándar y diluyendo a 200 mL con agua 
tipo II, aforando a 20 ºC. 
Estándar Alto, Ea: Concentración teórica de 1,0 mg NO2
-/L, tomando 
directamente una alícuota de 50 mL de la solución estándar. 
Los patrones para las adiciones se prepararon una sola vez para toda la validación 
a partir de la solución intermedia de 50 mg NO2
-/L. Las adiciones sugeridas se 
hicieron diariamente.  
La preparación de los patrones para las adiciones se describe a continuación: 
Patrón de 1,0 mg NO2
-/L: Preparado por dilución, tomando 5 mL de la solución 
intermedia y diluyendo a 250 mL con agua tipo II aforando, a 20 ºC. 
Patrón de 3,0 mg NO2
-/L: Preparado por dilución, tomando 6 mL de la solución 
intermedia y diluyendo a 100 mL con agua tipo II aforando, a 20 ºC. 
Patrón de 11,0 mg NO2
-/L: Preparado por dilución, tomando 22 mL de la solución 
intermedia y diluyendo a 250 mL con agua tipo II aforando, a 20 ºC. 
Las adiciones se realizaron como se indica a continuación, teniendo en cuenta que 
la muestra y los patrones estaban aclimatados a 20 ºC: 
M1: ARD con una concentración de Nitrito cercana a 0,25 NO2
-/L 
M1 + Ab (12%): Medir 150 mL de la muestra M1, adicionarle 5 mL de solución 
patrón de 1,0 mg NO2
-/L, homogenizando permanentemente. 
M1 + Ab (33%): Medir 200 mL de la muestra M1, adicionarle 6 mL de solución 
patrón de 3,0 mg NO2
-/L, homogenizando permanentemente. 
M1 + Aa (80%): Medir 200 mL de la muestra M1, adicionarle 4 mL de solución 
patrón de 11,0 mg NO2
-/L, homogenizando permanentemente. 
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M2: ARD con una concentración de Nitrito cercana a 0,75 NO2
-/L. 
2. OBJETIVO DE LA VALIDACIÓN 
 
Comprobación de que el método tiene la repetibilidad, la reproducibilidad, la 
precisión intermedia y la exactitud suficiente para el objetivo de aplicación. 
 
Objetivo del método: 
 
Matriz: Aguas residuales domesticas e industriales y aguas naturales 
(superficiales y subterráneas). 
 
Analito: Ion nitrito. 
 
Rango de aplicación: Desde el Límite de cuantificación hasta 1,0 mg NO2
-/L. 
 
Criterios de aceptación 
 
En la siguiente tabla se muestran los criterios de aceptación definidos para el 
método de nitrato, evaluando la exactitud como porcentaje error y la precisión en 
términos de coeficiente de varianza. 
 
Criterios de Aceptación del Método 
 
Exactitud ≤ 10% Expresada como porcentaje de Error (%E) para los 
patrones 
Precisión ≤ 10% Expresada como Coeficiente de variación (%CV) 
para los patrones y muestras 
 
 
 
 
 
Valores de 
Referencia  
Muestras de agua 
residual (mg NO3
- 
+ NO2
- -N/L) 
 
S 
 
%R 
0,04 ± 0,005 ------- 
0,24 
 
± 0,004 100% 
0,55 ± 0,005 102% 
1,04 ± 0,01 100% 
Tabla 4.Criterios de Aceptación del Método de Nitritos. 
 
Se toma la concentración de las muestras como  (mg NO3
- + NO2
- -N/L)  dando a 
entender que realizando este método de la misma forma como se describe en e l 
Standard Methods for the examination of water and wastewater pagina 4-120, el 
NO3
- no produce interferencias. 
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3. PARÁMETROS DE VALIDACIÓN. 
 
Parámetros característicos a evaluar para el método. 
 
Parámetro 
Aplica 
Sí No 
Límite de detección  X  
Límite de cuantificación X  
Exactitud X  
Precisión  X  
Repetibilidad X  
Repetibilidad intermedia X  
Reproducibilidad X  
Recuperación X  
Sensibilidad X  
 
Tabla 5.Parámetros característicos a evaluar para el método de Nitritos. 
 
Actividades principales para dar cumplimiento a los parámetros de 
validación. 
 
En la siguiente tabla se relaciona las actividades principales realizadas para dar 
cumplimiento a los parámetros establecidos en el numeral 7.4.3 
 
 
Parámetro Actividades Principales 
 
 
 
 
 
Límite de 
detección y de 
cuantificación 
Previamente a la validación del método se realizaron varios 
ensayos analizando patrones de diferente concentración, con 
el fin de determinar cuál de ellos cumple con los criterios de 
aceptación establecidos en cuanto a exactitud expresada 
como %E y precisión expresada como Coeficiente de 
variación (%CV). Posterior a la selección del estándar 
adecuado y con el objetivo de ratificar el límite de 
cuantificación experimental, se evaluaron 7 réplicas de un 
patrón de concentración 0,02 mg NO2
-/L.  
 
Exactitud, 
expresada como 
% E 
Con el fin de evaluar la exactitud del método se analizaron 
diariamente 2 réplicas, durante 7 días de 3 estándares 
(Eb,Em,Ea) de diferente concentración 0,02 mg NO2
-/L; 0,5 
mg NO2
-/L; 1,0 mg NO2
-/L respectivamente. 
 
 
 
 
Con el fin de evaluar la precisión del método se analizaron 
diariamente y durante 7 días 2 réplicas de cada uno de los 
estándares mencionados (Eb, Em,Ea) y dos muestras 
naturales (M1 y M2) cuyas concentraciones de Nitritos se 
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Precisión, 
expresada como 
porcentaje de 
coeficiente de 
variación (%CV). 
encuentran dentro del rango de aplicación del método: 
M1: Muestra natural. Muestra de ARD Afluente de la PTAR de 
la UTP. 
M2: Muestra natural. Muestra de ARD Afluente de la PTAR de 
la UTP. 
 
Precisión bajo 
condiciones de 
repetibilidad. 
El analista responsable aplicó el método a todos los 
estándares y muestras propuestas durante 7 días en la 
validación y durante el último día en la mañana y en la tarde. 
 
Precisión bajo 
condiciones de 
Repetibilidad 
Intermedia 
El analista responsable aplicó el método a todos los 
estándares y muestras propuestas un día dos veces: en la 
mañana y en la tarde. 
Precisión bajo 
condiciones de 
reproducibilidad. 
El analista sustituto aplicará el método a todos los estándares 
y muestras propuestas durante 2 días en la validación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Recuperación 
Con el fin de evaluar el porcentaje de recuperación se analizó 
una muestra de agua natural (M1) que contiene una 
concentración aproximada de 0.27 mg NO2
-/L, a la cual se le 
efectuó una adición baja (M1 + Ab) de aproximadamente 
0.032mg NO2
-/L(12%), una adición baja (M1 + Ab) de 
aproximadamente 0.089 mg NO2
-/L (33%) de la concentración 
de la muestra y una adición baja (M1 + Ab) de 
aproximadamente 0.216 mg NO2
-/L (80%) de la concentración 
de la muestra. 
 
La muestra (M1) y las muestras adicionadas (M1 + Ab y M1 + 
Aa) se analizaron por el analista responsable durante 7 días 
en la validación. Un día en la mañana y en la tarde. El analista 
sustituto efectuó el análisis durante 2 días al final de la 
validación. 
 
A partir de los valores promedio obtenidos, cada día,  para la 
muestra y de los valores promedio obtenidos, cada día, para 
las adiciones se calculó  el porcentaje de recuperación 
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Anexo D. Resultados Validación Nitritos. 
Limite de Cuantificación Experimental (LC). 
 
En las tablas 6, 7, 8 y 9 se presentan los resultados obtenidos previos a la 
validación de los patrones de 0,01mgN-NO2
-/L y 0,02mgN-NO2
-/L, para definir el 
patrón correspondiente al límite de cuantificación experimental, teniendo en cuenta 
que cumpla con los criterios de aceptación del método. 
 
Corrida 1: 
 
 
Tabla 6. Resultados Patrón 0,01 mgN-NO2-/L. 
 
 
 
Tabla 7. Resultados Patrón 0,02 mgN-NO2-/L. 
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Corrida 2: 
 
 
 
Tabla 8. Resultados Patrón 0,01 mgN-NO2
-
/L. 
 
 
 
 
Tabla 9. Resultados Patrón 0,02 mgN-NO2
-
/L. 
 
En las tablas 7 y 9  se observa que los resultados obtenidos para el patrón de 0,02 
mg N-NO2-/L cumplen con los criterios de aceptación del método ya que se 
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obtuvo un %CV y % E menor o igual al 10%. Por esta razón se concluye que el 
limite de cuantificación experimental es 0,02 mgN-NO2-/L. 
4. Datos Obtenidos de estándares y muestras durante la validación 
Discusión de Resultados 
 
Al lote de datos de cada estándar o muestra obtenidos se les  realizó la prueba F, 
ésta prueba  considera la razón de dos varianzas muéstrales, es decir, la razón de 
los cuadrados de las desviaciones estándar. La cantidad calculada (F está dada 
por la ecuación1. 
 
 𝐸𝑐. 1    𝐹 =
𝑠12
𝑠12
 
 
También se realizó la prueba de t la cual consiste en comparar dos medias 
muéstrales (X1 y X2) para comprobar si estas medias difieren significativamente de 
cero. Si las dos muestras tienen desviaciones estándar que no sean 
significativamente diferentes, se puede calcular una estimación conjunta de la 
desviación estándar a partir de las dos desviaciones estándar individuales s1 y s2 
utilizando la ecuación 2 
 
𝐸𝑐. 2      𝑠2 =
  𝑛1 − 1 s1
2 +  𝑛2 −  1 s2
2 
𝑛1 +  𝑛2 − 2
 
 Se puede demostrar entonces que la prueba de t está dado por: Ecuación 3 
𝐸𝑐. 3     𝑡 =
 𝑥1 − 𝑥2 
𝑠.   1 𝑛1 + 
1
𝑛2  
 
Donde t tiene n1 y n2 – 2 grados de libertad. 
 
La prueba de f y de t para cada lote de datos se efectuó usando el software 
estadístico ProControl, para evaluar si las poblaciones de datos son homogéneas 
y tener un criterio adicional, para excluir del lote los datos estadísticamente 
desiguales e/o inhomogéneos. El procesamiento estadístico de los datos a través 
de procontrol hace parte de la documentación del laboratorio de química ambiental 
por lo tanto no se pública en este documento. 
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Límites de Detección y de Cuantificación  
 
A continuación se muestran los resultados obtenidos durante los días de 
validación para el estándar de menor concentración. 
  
 
DIA DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4  DIA 5 DIA 6 DIA  7 N MEDIA S % CV % 
Error 
Mg  0,020 0,021 0,021 0,021 0,022 0,021 0,022      
N-
NO2 
0,020 0,021 0,021 0,021 0,022 0,021 0,021 20 0,021 0,0005 2,250 4,821 
 
Tabla 10. Resultados obtenidos para el estándar de 0,02 mgN-NO2
-
/L 
 
Al efectuar la prueba F, se pudo establecer que las poblaciones de datos 
obtenidas durante los 7 días de validación son homogéneos entre sí, lo que 
significa que no hay diferencias significativas en las distribuciones de cada uno de 
ellos, por lo tanto, pertenecen a la misma población de datos, lo que permite que 
los valores de LD y LC se puedan promediar.  
De manera teórica el límite de detección se considera como 3 veces la desviación 
estándar del valor del Eb (0,02 mg N-NO2/L) y el límite de cuantificación se 
considera como 10 veces la desviación estándar del valor del Eb.  
 
𝑳𝑫 = 3 ∗ 𝑠 
 
𝑳𝑪 = 10 ∗ 𝑠 
 
Teniendo en cuenta el resultado de la desviación estándar obtenido para las 20  
réplicas de Eb (s=0,0005mg/L), el Límite de detección para el ensayo es  0,0015 
mg/L y el Límite de cuantificación es 0,005 mg/L. 
 
𝑳𝑫 = 3 ∗ 𝑠 
 
𝑳𝑫 = 3 ∗ 0,0005 
 
𝑳𝑫 = 𝟎, 𝟎𝟎𝟏𝟓 
 
𝑳𝑪 = 10 ∗ 𝑠 
 
𝑳𝑪 = 10 ∗ 0,0005 
 
𝑳𝑪 = 𝟎, 𝟎𝟎𝟓 
 
Límite de cuantificación: 0,005 mg N-NO2
-/L. 
Límite de detección: 0,0015 mg N-NO2
-/L 
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Exactitud expresada como %E  
 
A continuación se recopilan los resultados de los estándares durante los siete días 
de la validación.  
 
 
Día Estándar 
bajo (Eb) 
Estándar 
medio 
(Em) 
Estándar 
alto (Ea) 
 0,02 mg  
N-NO2/L 
0,5 mg  
N-NO2/L 
1,0 mg  N-
NO2/L 
    
Día 1  0,0202 0,5159 0,993 
 0,0203 0,520 0,988 
Día 2 0,021 0,5007 0,973 
 0,021 0,5026 0,973 
Día 3 0,021 0,502 0,993 
 0,021 0,503 0,993 
Día 4 0,021 0,506 0,982 
 0,021 0,507 0,982 
Día 5 0,022 0,504 0,982 
 0,022 0,505 0,982 
Día 6  0,021 0,511 0,993 
 0,021 0,508 0,993 
Día 7  0,022 0,497 0,988 
 0,021 0,496 0,988 
N 14,00 14 14 
Media 0,021 0,51 0,99 
S 0,0005 0,01 0,01 
%CV 2,25 1,32 0,70 
%Error 4,82 1,10 -1,42 
 
Tabla 11. Resultados de los estándares durante los siete días de validación. 
 
 
El análisis estadístico realizado a través del programa ProControl para los 
estándares evidencia en cuanto a la exactitud, evaluada a través del %E que cada 
grupo de patrones cumple con los parámetro de aceptación establecido para el 
método ( %CV ≤ 10%  y %E ≤ 10% ). 
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Precisión expresada como %CV  
 
A continuación se consolidan los resultados obtenidos durante los días de 
validación para las muestras analizadas. 
 
 
 
Tabla 12. Consolidado de los resultados de la validación del ensayo de Nitritos. 
 
 
La precisión bajo condiciones de repetibilidad se evaluó a partir de la prueba F. 
Como se discutió anteriormente en el límite de detección y el límite de 
cuantificación, las series de datos obtenidas durante la validación muestra que las 
poblaciones de datos cumplen con los criterios de aceptación establecidos para el 
método (%CV ≤ 10%). 
 
Para las muestras naturales: M1,  M1+Ab (12%y 33%),  M1+ Aa (80%)  y M2 la 
prueba F muestra que todas las poblaciones de datos  son estadísticamente 
iguales, ya que no hay diferencias significativas entra las  varianzas de las series 
de datos obtenidas durante la validación, con un 95% de confianza. 
 
La prueba de t muestra que no hay diferencias significativas entre las poblaciones 
de datos de las muestras naturales M1,  M1+Ab (12%y 33%),   M1+ Aa (80%)  y 
M2. 
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Las muestras naturales presentan %CV por debajo del 10% lo que evidencia 
condiciones de repetibilidad. 
Repetibilidad Intermedia.  
 
En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos para los diferentes 
patrones efectuando el análisis un día en la mañana y en la tarde. 
 
Día Estándar bajo (Eb) Estándar medio 
(Em) 
Estándar alto (Ea) 
 0,02 mg  N-NO2/L 0,5 mg  N-NO2/L 1,0 mg  N-NO2/L 
    
Día 7 (Mañana) 0,022 0,497 0,988 
 0,021 0,496 0,988 
Día 7 (Tarde) 0,021 0,505 0,982 
 0,021 0,506 0,982 
N 4 4 4 
Media (Xm) 0,021 0,50 0,98 
S 0,0003 0,01 0,00 
%CV 1,49 1,06 0,30 
%Error 6,00 0,17 -1,50 
 
Tabla 13. Datos obtenidos bajo condiciones de repetibilidad intermedia. 
 
 
En la tabla 13 se observa que  los valores de Xm, s, CV% y E% no difieren 
significativamente, y cumplen con los criterios de aceptación del método. 
 
Los resultados para el mismo analista en la mañana y en la tarde proporcionan 
evidencia de condiciones de Repetibilidad. 
Precisión bajo condiciones de Reproducibilidad.  
 
 
Analista sustituto: Andrés Mauricio Camacho. 
 
A continuación se muestran los resultados obtenidos por el analista sustituto 
durante la validación. 
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Día Estándar bajo (Eb) Estándar medio 
(Em) 
Estándar alto (Ea) 
 0,02 mg  N-NO2/L 0,5 mg  N-NO2/L 1,0 mg  N-NO2/L 
    
Día 1 (Sustituto) 0,022 0,539 0,982 
 0,021 0,537 0,978 
Día 2 (Sustituto) 0,022 0,538 0,993 
 0,022 0,540 0,982 
N 4,00 4 4 
Media 0,022 0,54 0,98 
S 0,0003 0,00 0,01 
%CV 1,39 0,22 0,64 
%Error 7,62 7,68 -1,62 
Tabla 14. Datos obtenidos bajo condiciones de Reproducibilidad 
 
Se calcula la  desviación estándar media de las series de mediciones a través del 
software estadístico Procontrol con un 95% de seguridad estadística. Con esta 
prueba se evaluó la dispersión de cada una de las series de datos (s) frente al 
número total de datos (N) y al número total de series de mediciones (k). 
 
 
𝐸𝑐. 4     𝑆1 =  
1
𝑁 − 𝑘
 (𝑛𝑖
𝑘
𝑖=1
− 1)𝑆𝑖
2 
 
 
La desviación estándar media del método es 1,85 %CV  valor que  proporciona 
evidencia de condiciones de reproducibilidad y que se encuentra por debajo de los 
criterios de aceptación establecidos para el método. 
% Recuperación.  
 
 
  
Muestra baja + 
Adición Baja 
(M1Ab) 12% 
%R 
(M1Ab) 
Muestra baja + 
Adición Alta 
(M1Ab) 33% 
%R 
(M1Ab) 
Muestra baja + 
Adición Alta 
(M1Aa) 80% 
%R 
(M1Aa) 
Media 0,29 106,42 0,35 106,80 0,49 106,00 
%CV 3,28 6,52 3,02 2,3 0,78 1,89 
%Error NA 6,42 NA 6,08 NA 5,89 
 
Taba 15. Resultados obtenidos de los porcentajes de recuperación de las muestras 
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Los porcentajes de recuperación obtenidos para la muestra adicionada fueron de  
106,42% para la adición baja del 12%, del 106,80% para la adición baja del 33%  y 
de  106,00% para la adición alta.  
 
Los porcentajes de error obtenidos tanto para la adiciones bajas (6,42 % y 6,08% 
respectivamente) como para la adición alta (5,89%) son menores al 20%, 
evidenciando que no existen efectos de matriz. 
 
A continuación se muestra la forma en que se efectuaron los cálculos para los 
porcentajes de recuperación: 
 
A partir de los valores promedio obtenidos, cada día,  para la muestra y de los 
valores promedio obtenidos, cada día, para las adiciones se calculó el porcentaje 
de recuperación mediante la siguiente ecuación:. 
 
    
100*
*
*VVs*A 
%
VCx
VsB
ONRECUPERACI

  
 
Donde: 
A: Concentración medida del analito a la muestra a la que se le ha hecho la 
adición conocida. 
B: Concentración base del analito en la muestra. 
Cx: Concentración del patrón de adición. 
Vs: volumen de la muestra antes de la adición conocida del analito. 
V: Volumen utilizado del patrón de adición. 
 
Para el caso de la M1+ Ab (12%) el primer día miremos el ejemplo: 
 
 
 
 
Día 
Muestra baja 
(M1) 
Muestra baja + Adición 
Baja (M1Ab) 12% 
%R (M1Ab) 
mg N-NO2/L mg N-NO2/L %R 
Día 1  
0,238 0,267 
108,94 
0,239 0,265 
 
 
Promedio M1 (b)= 0,2384 
Promedio M1+Ab (A)= 0,26585 
Patrón de adición (Cx)= 1,0 mg N-NO2
-/L. 
Volumen utilizado del patrón de adición (V)=5 mL 
Volumen de la muestra antes de la adición conocida del analito (v)=150 mL 
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%𝑅 =
0,26585 ∗  150 + 5 − (0,2384 ∗ 150)
1 ∗ 5
∗ 100 
%𝑹 = 𝟏𝟎𝟖, 𝟗𝟒 
Cartas de Control.  
 
 
En la siguiente tabla se recopilan los resultados obtenidos del estándar para la 
elaboración de las cartas de control. En el laboratorio se decidió generar cartas de 
control para el patrón de 0.5 mg N-NO2
-/L. 
 
 
 
Tabla 16.Recopilación de resultados del estándar de 0,5 mg N-NO2
-
/L para la elaboración de carta de 
control. 
 
 
A continuación se describe la forma como se efectuaron los cálculos para la 
elaboración de las cartas de control. 
 
Se tomaron como ejemplo los valores de la tabla 16. 
 
Para cada subgrupo de datos se calculó su media y su rango así: 
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𝒙 =
 𝒙
𝒏
 
 
Dónde: 
𝑥 = promedio del subgrupo 
 𝑥= sumatoria de datos 
𝒏 =Número de datos 
Para el dato 1: 
 
Patrón 0,5  mg/L N-NO2 
Dato Replicas Promedio Mínimo Máximo Rango 
1 
0,516 
0,518 
0,516 0,520 0,004 0,520 
 
𝑥 =
0,516 + 0,520
2
= 0.518 
 
Se determinaron los rangos de los datos de la siguiente manera: 
 
 
𝑹 = 𝑽𝒂𝒍𝒐𝒓 𝒎á𝒙𝒊𝒎𝒐 𝒅𝒆𝒍 𝒔𝒖𝒃𝒈𝒓𝒖𝒑𝒐 − 𝑽𝒂𝒍𝒐𝒓 𝒎í𝒏𝒊𝒎𝒐 𝒅𝒆𝒍 𝒔𝒖𝒃𝒈𝒓𝒖𝒑𝒐 
 
𝑹 = 0,520 − 0,516 = 0.004 
 
Cálculo de la media de todos los datos: 
 
𝑿 =
 𝒙
𝑻𝒐𝒕𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒑𝒓𝒐𝒎𝒆𝒅𝒊𝒐𝒔
 
 
 
𝑿 =
𝟓, 𝟏𝟖
𝟏𝟎
= 𝟎. 𝟓𝟏𝟖 
 
Cálculo del rango promedio de todos los datos: 
 
𝑹 =  
 𝑹
𝑻𝒐𝒕𝒂𝒍 𝒅𝒆 𝒓𝒂𝒏𝒈𝒐𝒔
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𝑹 =  
𝟎, 𝟎𝟏𝟖
𝟏𝟎
= 𝟏, 𝟖𝒙𝟏𝟎−𝟑 
 
Para determinar los límites de control para los rangos se utilizó la siguiente tabla 
de factores para límites de control. 
 
Factores para límites de control. 
 
Tamaño de 
muestras 
Factor A2 
2 1,88 
3 1,023 
4 0,729 
5 0,577 
6 0,483 
7 0,419 
8 0,373 
9 0,337 
10 0,308 
 
 
Calculo de los límites de control: 
LCS= Límite de cuantificación superior. 
 
LCS =  + A2*R 
 
LCS=0,518 + (1,88*1,8x10-3) 
 
LCS=0,521 
LCI= Límite de cuantificación inferior. 
 
LCI=  - A2*R 
 
LCI= 0,518 - (1,88*1,8x10-3) 
 
LCI= 0,514 
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Anexo E.  Estimación de La incertidumbre de medición de Nitritos. 
 
1. Mesurando 
Se mide la absorbancia por parte del complejo azo formado  que se lee 
espectrofotométricamente a 540 nm. La intensidad de color es directamente 
proporcional a la concentración de Nitritos. 
 
2. Modelo matemático. 
La ecuación típica que aparece al usar la técnica de ultravioleta -visible es la de la 
línea recta como se muestra en la siguiente ecuación. 
 
𝜶 = 𝑏1𝛾 + 𝑏0 
De la ecuación despejamos la componente que corresponde a la concentración, 
como se muestra en la siguiente ecuación: 
 
𝜸 =
(𝛼 − 𝑏0)
𝑏1
 
Donde 
𝜸 = La concentración de masa (mg/L) de NO2, resultado de la curva de 
calibración. 
𝜶 = Es la respuesta observada del instrumento, en este caso la unidad es la 
absorbancia. 
𝒃𝟎 =La ordenada al origen 
𝒃𝟏 =La pendiente calculada. 
 
3. Identificación de las Fuentes de Incertidumbre 
 
A continuación se muestran las fuentes inmediatas de incertidumbre que afectan 
la cuantificación para el análisis de Nitritos. 
 
 
FUENTES FACTOR CRITICO PARA LA CUANTIFICACION 
  Aplica Incertidumbre No Aplica Incertidumbre 
Preparación de la Solución 
Intermedia 
X 
 
Preparación de la Solución 
Estándar 
X 
 
Preparación de los patrones de 
la curva 
X 
 
Curva de Calibración X 
 
Alícuota de la muestra X 
 
Medición de pH 
 
X  
Adición de Reactivo Color   X  
Medición Fotométrica X 
 
Tabla 17. Fuentes de Incertidumbre para el análisis de Nitritos. 
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5.  Diagrama Causa-Efecto. 
 
En la siguiente figura se muestra las fuentes que aportan incertidumbre al método 
de Nitritos. 
 
 
 
Ilustración 6. Fuentes que aportan incertidumbre para el método de Nitritos 
 
Fuentes que aportan incertidumbre para el método de Nitritos. 
Cálculos 
 
a) Incertidumbre debida a la Concentración de la Solución Intermedia 
 Masa de  NaNO2 
 
Hallamos con los datos de la  balanza la incertidumbre original de la masa de 
NaNO2 pesada para la preparación de las soluciones de trabajo. Mediante la 
formula: 
 
𝑼 = 𝑼𝟎 + (𝒃 ∗ 𝒎𝒘𝒊) 
 
Donde  
𝑼 = 𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙 
𝑼𝟎 = 𝑅𝑒𝑠𝑜𝑙𝑢𝑐𝑖ò𝑛 𝑒𝑛𝑡𝑟𝑒𝑔𝑎𝑑𝑎 𝑝𝑜𝑟 𝑒𝑙 𝑓𝑎𝑏𝑟𝑖𝑐𝑎𝑛𝑡𝑒 (0,0001g) 
𝒃 = 2,85𝑥10−06 
𝒎𝒘𝒊 = 𝑀𝑎𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑁𝑎𝑁𝑂2 𝑝𝑒𝑠𝑎𝑑𝑎 
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Reemplazamos los datos 
 
𝑼𝟎 = 0,0001𝑔 
𝒃 = 2,85𝑥10−06 
𝒎𝑵𝒂𝑵𝑶𝟐 = 0,1244𝑔 
 
𝑼 = 0,0001 + (2,85𝑥10−06 ∗ 0,1244) 
 
𝑼 = 1,00𝑥10−4 
 
Ahora que ya se calculóU, se continua con el calculo de la incertidumbre estandar, 
teniendo en cuenta que es una distribución normal y el factor de cobertura(k) 
proporcionado por el fabricante es 2. 
 
Incertidumbre original (𝑼): 1,00𝑒−04 
 
Factor de cobertura (k): 2 
𝒖𝒙𝒊 =
𝑼
𝒌
 
 
Donde  
 
𝒖𝒙𝒊  Incertidumbre estandar de la balanza. 
 
𝑼 Incertidumbre original reportada enel certificado. 
 
𝒌Factor de cobertura. 
 
𝒖𝒙𝒊 =
1,00𝑒−04
2
 
 
𝒖𝒙𝒊 = 𝟓, 𝟎𝟐𝒆
−𝟎𝟓 
 
 Incertidumbre por resolución de la balanza: 
 
Para calcular la incertidumbre de la resolución de la balanza se realizan los 
mismos cálculos anteriormente mencionados, teniendo en cuenta que en esta 
ocasión la mNaN O2vale 0. 
 
𝑼𝟎 = 0,0001𝑔 
𝒃 = 2,85𝑥10−06 
𝒎𝑵𝒂𝑵𝑶𝟐 = 0,000𝑔 
 
𝑼 = 0,0001 + (2,85𝑥10−06 ∗ 0) 
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𝑼 = 1,00𝑥10−4 
 
Incertidumbre original (U): 1,00e−04 
 
Factor de cobertura (k): 2 
𝒖𝒙𝒊 =
𝑼
𝒌
 
 
 
𝒖𝒙𝒊 =
1,00𝑒−04
2
 
 
𝒖𝒙𝒊 = 𝟓, 𝟎𝟎𝒙𝟏𝟎
−𝟎𝟓 
 
 
Para el calculo de la incertidumbre combinada 𝐔𝐂𝐱𝐢 , la espresiòn uxia  harà 
referencia a la incertidumbre estándar de la masa de NaNO2, mientras que uxib  a 
la incertidumbre estándar de la resolución de la balanza. 
 
𝑼𝑪𝒙𝒊 =  (𝒖𝒙𝒊𝒂)𝟐 + (𝒖𝒙𝒊𝒃)𝟐 
 
 
𝑼𝑪𝒙𝒊 = 𝟕, 𝟎𝟖𝒙𝟏𝟎
−𝟓 
 
 
La incertidumbre estándar relativa se refiere a la incertidumbre combinada 
dividida entre el valor estimado (Xi) que en este caso es la masa de NaNO2 
pesada inicialmente (0,1244g). 
 
𝑼𝑹 =
𝑼𝑪𝒙𝒊
𝑿𝒊
 
 
𝑼𝑹 =
7,08𝑥10−5
0,1244
 
 
𝑼𝑹 = 𝟓, 𝟔𝟗𝒙𝟏𝟎
−𝟒 
 
El cálculo mencionado anteriormente es el mismo utilizado para la determinación 
de la incertidumbre de la pureza de NaNO2. 
 
Al igual que en el resto de las fuentes de incertidumbre como lo son: 
 
b) Incertidumbre debida a la concentración de solución estándar. 
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𝑼𝑹 = 𝟓, 𝟔𝒙𝟏𝟎
−𝟒 
 
 
c) Incertidumbre debida a los patrones de la curva de calibración, en 
donde los datos utilizados fueron los  del patrón de 0,25 mg de N-NO2 con 
el fin de trabajar con un promedio, la incertidumbre final es multiplicada por 
los 8 patrones que en realidad se trabajaron. 
 
d) Incertidumbre debida al volumen de muestra. 
 
e) Incertidumbre debida a la masa molar de NaNO2 
 
Para la determinación de la  incertidumbre estándar de la masa molar Del NaNO2, 
Primero se halla la incertidumbre estándar de cada elemento, luego se procede a 
determinar la incertidumbre combinada del NaNO2   
 
Para estos cálculos se tuvo en cuenta que esta es una distribución rectangular con 
la siguiente formula 
 
𝑢𝑥𝑖 =
𝑎
 3
 
 
Donde 
 
𝒂 = 𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑖𝑑𝑢𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑜𝑟𝑖𝑔𝑖𝑛𝑎𝑙 
 
 
Para el O: 
  
Peso Atómico: 15,9994 g/mol. 
Incertidumbre original: 3,00𝑥10−4. 
 
 
𝑢𝑂 =
3,00𝑥10−4
 3
 
 
 
𝑢𝑂 = 1,73𝑥10
−4 
 
Como en  la molécula de NaNO2 existen dos átomos de Oxigeno la incertidumbre 
estándar de éste es multiplicada por 2 obteniendo ahora la incertidumbre estándar 
del peso molecular del O2 . 
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𝑢𝑂2 = 1,73𝑥10
−4𝑥2 
 
𝑢𝑂2 = 3,46𝑥10
−4 
 
Se opera de la misma manera en la determinación de la incertidumbre estándar 
para Na y N. 
 
ATOMO Peso Molar Incertidumbre Original Incertidumbre Estandar 
Na 22,99 2,00E-06 1,15E-06 
N 14,01 7,00E-05 4,04E-05 
O2 32,00 3,00E-04 3,46E-04 
 
Tabla 17. Incertidumbre estándar de los átomos Na,N y O. 
 
 
 
Para el cálculo de la incertidumbre combinada 𝐔𝐂𝐍𝐚𝐍𝟎𝟐 : 
 
𝑼𝑪𝑵𝒂𝑵𝑶𝟐 =  (𝒖𝑵𝒂)
𝟐 + (𝒖𝑵)𝟐 + (𝒖𝑶𝟐)
𝟐 
 
 
𝑼𝑪𝑵𝒂𝑵𝑶𝟐 =  (𝟏, 𝟏𝟓𝒙𝟏𝟎
−𝟔)𝟐 + (𝟒, 𝟎𝟒𝒙𝟏𝟎−𝟓)𝟐 + (𝟑, 𝟒𝟔𝒙𝟏𝟎−𝟒)𝟐 
 
𝑼𝑪𝑵𝒂𝑵𝑶𝟐 = 𝟑, 𝟒𝟗𝒙𝟏𝟎
−𝟒 
 
La incertidumbre estándar relativa se refiere a la incertidumbre combinada 
dividida entre el valor estimado (Xi) que en este caso es la masa molecular de 
NaNO2 (68,99531 g/mol). 
 
𝑼𝑹 =
𝑼𝑪𝒙𝒊
𝑿𝒊
 
 
𝑼𝑹 =
𝟑, 𝟒𝟗𝒙𝟏𝟎−𝟒
68,99531
 
 
𝑼𝑹 = 𝟓, 𝟎𝟓𝒙𝟏𝟎
−𝟔 
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f) Incertidumbre debida a la curva de calibración. 
 
Regresión Lineal. 
 
Se basa en el algoritmo matemático de mínimos cuadrados. 
 
La ecuación típica que aparece al usar la técnica de ultravioleta -visible es la de la 
línea recta como se muestra en la siguiente ecuación 
 
𝜶 = 𝒃𝟏𝜸 +  𝒃𝟎 
 
De la ecuación despejamos el componente que corresponde a la concentración, 
como se muestra: 
 
γ =
(α − b0)
b1
 
Donde: 
 
     γ  La concentraciòn de masa (mg/L) de NO2, resultado de La curva de 
calibraciòn. 
 
     α  Es La respuesta observada del instrumento, en este caso La unidad es la 
absorbancia 
 
b0  La ordenada en el origen. 
 
b1  La pendiente calculada. 
 
La incertidumbre debida a la curva de calibración se obtiene a partir de los datos 
de la curva de calibración de una línea recta. 
 
El diseño típico experimental para la estimación de la incertidumbre es realizar una 
curva de calibración con “i” concentraciones y “j” repeticiones con lo que se hace 
un arreglo xi, yj (γi, αj). 
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CURVA DE CALIBRACION NITRITOS. 
 
 
Patrón Concentración (mg/L ) Absorbancia 
1 0,005 
0,020 
0,020 
2 0,01 
0,032 
0,032 
3 0,05 
0,150 
0,149 
4 0,1 
0,307 
0,307 
5 0,25 
0,731 
0,731 
6 0,5 
1,444 
1,444 
7 0,75 
2,088 
2,088 
8 1 
2,683 
2,709 
Tabla 18. Datos para construir la Curva de calibración 
 
 
 
Ilustración 7. Curva de calibración del método de Nitritos 
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El patrón 8  se trabajó de la misma manera que los demás, es posible que 
existiera una pequeña variación en las alícuotas para su preparación, la cual se 
observa en la diferencia de las lecturas. 
 
      La ecuación de la curva calculada por el sistema es: 
 
Abs= 2,750 C + 0 
R2= 0,998 
 
Con los datos obtenidos, para la elaboración de La ecuación de la línea recta 
en la curva de  calibración, se estima la incertidumbre, de una concentración 
de masa de N-NO2, en base al cálculo de regresión lineal de la curva de 
calibración, con una repuesta " α". Como se muestra en la ecuación 4 
 
uNO 2− =
S
b1
 
1
p
+
1
n
+
(γ − γ MCR )
2
SXX
 
 
Donde  
 
uγ   Incertidumbre del N-NO2 obtenida por el instrumento calibrado. 
S    Desviaciòn estàndar residual del calculo de regresiòn lineal. 
b1   La pendiente calculada 
p     El numero de replica de la muestra en estúdio. 
n     Numero de puntos en la curva de calibraciòn multiplicado por el numero de 
replicas de cada punto (total de datos (i*j)). 
γ     La concentraciòn de N-NO2. 
γMRC Promedio de las concentraciones calculadas. 
SXX   Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas. 
 
 
La desviación estándar de los residuales "s" esta dada por la ecuación 5 
 
 
𝑺 =
  𝒚 −  𝒃𝟎 + 𝒃𝟏 ∗ 𝜸𝒋  
𝒏
𝒋=𝒊
𝒏 − 𝟐
 
Y 
 
𝑺𝑿𝑿 =  (𝜸𝒋 − 𝜸 )
𝟐
𝒏
𝒋=𝟏
 
Donde:  
 
𝐒Desviación estándar residual del calculo dela regresión lineal.  
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𝛂𝐣Las "i" lectura observadas correspondientes a γiMRC conocidas con las          
que se calibro el  instrumento. 
 
𝛂 Las "i" lecturas ajustadas correspondientes a γiMRC conocidas del   
instrumento en las curvas de calibración. 
 
 𝐛𝟎 Ordenada al origen de la curva de calibración. 
 
𝐛𝟏Pendiente calculadade la curva de calibración.  
 
𝐧 Numero total de datos ( i*j)  
 
𝐒𝐗𝐗    Suma de cuadrados de los residuales de las concentraciones obtenidas 
por la curva de calibración.  
 
𝛄𝐢  Cada una de las concentraciones de las diluciones de referencia (MRC) 
empleadas en la curva de calibración. (En este caso se selecciona para efectos 
prácticos de cálculo el patrón de 0,5 mg N-NO2/L).  
 
𝛄 El promedio de las concentraciones de las disoluciones de referencia 
empleadas en cada uno de los puntos de la curva de calibración. 
 
 
Tabla 19.  Datos para la determinación de la incertidumbre de la Curva de Calibración. 
 
Después de obtener los datos necesarios 
 
S = 0,00189 
b1= 2,750 
p = 2 
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n = 8 
γ = 0,5 
γMCR       = 0,333 
 
Reemplazamos en: 
 
uγ =
S
b1
 
1
p
+
1
n
+
(γ − γ MCR )
2
SXX
 
Obtenemos: 
uγ = 5,52 x 10
−4 
 
Para hallar la incertidumbre combinada dividimos el dato anterior por la 
concentración del patrón con el que se trabajó es decir, 0,5: 
 
 
UC =
5,52 x 10−4
0,5
 
 
 
 
UC
C
 = 1,10 x 10−3 
Tenemos los resultados de los datos anteriores: 
 
a) Incertidumbre por  la solución Intermedia: 
 
𝐔𝐒𝐈
 𝐒𝐈 
=  𝟑, 𝟐𝟒𝐱𝟏𝟎−𝟕 + 𝟐, 𝟓𝟔𝐱𝟏𝟎−𝟏𝟏 + 𝟑, 𝟎𝟐𝐱𝟏𝟎−𝟔 + 𝟏, 𝟔𝟗𝐱𝟏𝟎−𝟖 
 
𝐔𝐒𝐈
 𝐒𝐈 
= 𝟏, 𝟖𝟑𝐱𝟏𝟎−𝟑 
 
 
b) Incertidumbre por Solución Estándar 
 
𝐔𝐒𝐄
 𝐒𝐄 
=  𝟏, 𝟎𝟎𝐱𝟏𝟎−𝟔 + 𝟔, 𝟕𝟔𝐱𝟏𝟎−𝟖 
 
 
𝐔𝐒𝐄
 𝐒𝐄 
= 𝟏, 𝟎𝟑𝟑𝐱𝟏𝟎−𝟑 
 
c) Incertidumbre por los patrones de la curva de calibración. 
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𝐔𝐏𝐂
 𝐏𝐂 
=  𝟑, 𝟐𝟎𝐱𝟏𝟎−𝟕 + 𝟐, 𝟎𝟎𝐱𝟏𝟎−𝟖 
 
 
𝐔𝐏𝐂
 𝐏𝐂 
= 𝟓, 𝟖𝟑𝐱𝟏𝟎−𝟒 
 
 
d) Incertidumbre por  la curva de calibración. 
 
𝐔𝐂
 𝐂 
 = 𝟐, 𝟓 𝐱 𝟏𝟎−𝟑 
 
 
e) Incertidumbre por el volumen de muestra 
 
𝐔𝐕𝐌
 𝐕𝐌 
 = 𝟓, 𝟎 𝐱 𝟏𝟎−𝟒 
 
INCERTIDUMBRE ESTÁNDAR COMBINADA EN EL ANÁLISIS DE NITRATOS 
 
Se toman los aportes de cada fuente de incertidumbre: 
 
UNO2
−
 NO2
− 
 
=  (1,83x10−3)2 + (1,033x10−3)2 + (5,83x10−4)2 + (1,10 x 10−3)2 + (5,0 x 10−4)2 
 
 
UNO2
−
 NO2
− 
 = 0,0025 
 
Resumiendo en la siguiente los datos obtenidos mediante los cálculos 
anteriormente mencionados: 
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Formato para guiar la estimación de la incertidumbre Nitritos. 
 
 
 
EXPRESIÓN DE LOS RESULTADOS  
 
Incertidumbre Estándar Combinada: 
 
 NO2
− muestra =  NO2
− muestra ±  0,0025 ∗  NO2
− muestra  
 
Considerando un nivel de confianza del 95% y un factor de cobertura de k = 2 
se tiene: 
 
Uexp =
UNO2
−
 NO2
− 
∗ k 
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Incertidumbre Expandida: 
 
 NO2
− muestra =  NO2
− muestra ±  0,0025 ∗  NO2
− muestra ∗ 2  
 
 NO2
− muestra =  NO2
− muestra ±  0,0050 ∗  NO2
− muestra  
 
Por ejemplo, para la muestra de 1,0 mg N-NO2-/L se expresa así:  
 
1,0 mg N-NO2-/L ± 0,005 mg N-NO2-/L 
 
 
 
 
Ilustración 7. Contribuciones a la incertidumbre del análisis de Nitritos 
 
 
 
 
 
 
 
5,00E-04
5,83E-04
1,03E-03
1,83E-03
2,50E-03
6,45E-03
0,00E+00 2,00E-03 4,00E-03 6,00E-03 8,00E-03
V. Muestra
Patrones Curva C
Solucion Estandar
Solucion Intermedia
Curva de Calibracion
Incertidumbre Total
Incertidumbre Estandar Relativa
 
83 
 
Anexo F.TRAZABILIDAD DEL ENSAYO DE NITRITOS 
 
En la figura 8 se muestran las diferentes etapas para el ensayo Nitritos  de forma 
tal que se pueda tener un panorama general para establecer la trazabilidad del 
ensayo. 
 
 
 
 
Ilustración 8.Etapas del ensayo de Nitritos 
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 Aseguramiento de la Trazabilidad 
 
 
1. Preparación de la solución intermedia: La trazabilidad de la temperatura de 
la estufa  para secar el material de referencia (NaNO2) se tiene por verificación con 
termopar calibrado. 
 
Se asegura la trazabilidad del valor de la masa pesada del material de referencia 
mediante certificado de calibración de la balanza analítica (Sartorius BP221S 
certificado número 024825)  y usándola bajo las condiciones de temperatura y 
humedad relativa controladas. 
 
Se asegura la trazabilidad del balón para la preparación del material de referencia, 
mediante una calibración hecha en el laboratorio al material volumétrico. 
 
2 Aclimatar muestras y patrones: La temperatura del termóstato es trazable 
debido a la calibración que se realiza, empleando un termopar calibrado. 
 
Para la preparación de los patrones se asegura la trazabilidad del balón mediante 
una calibración hecha en el laboratorio al material volumétrico y usando la solución 
a  una temperatura de 20ºC, para garantizar que los ensayos se están realizando 
a esta temperatura. 
 
3 Medir con pipeta volumétrica el volumen de muestra establecido: Se 
asegura la trazabilidad de la medición del volumen usando la pipeta bajo las 
condiciones descritas por el fabricante, además se cuenta con una calibración 
hecha en el laboratorio. 
 
Se asegura la trazabilidad de los balones mediante una calibración hecha en el 
laboratorio del material volumétrico, y usando las soluciones a 20 ºC 
 
Se asegura la trazabilidad de la medición del  pH-metro mediante la calibración del 
equipo realizada en el laboratorio. 
 
Notas: Cada una de las calibraciones está acompañada de la declaración de 
incertidumbre de las mismas. 
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ANEXO G. Puntos críticos del ensayo de Nitratos. 
 
 
Ilustración 9 Diagrama de puntos críticos del ensayo de Nitratos. 
 
86 
 
Como se observa en el anterior flujograma los puntos críticos de la determinación 
de Nitratos  son: 
 
La preparación de la solución intermedia, la solución estándar  y los patrones, 
debido a que cualquier cambio en sus concentraciones afectará los resultados. 
 
La filtración de los sólidos suspendidos, ya que estos afectan los resultados de la 
medición. 
 
Se adiciona 1mL de HCL 1N con el fin de evitar posibles interferencias con los 
carbonatos presentes en la muestra. 
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Anexo H. AMEF NITRATOS 
 
 
88 
 
 
 
 
 
89 
 
Anexo I. PLAN DE VALIDACIÒN  DEL ENSAYO DE NITRATOS  
MEDIANTE EL MÉTODO DE ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA. 
4500 – NO3- B. Standard Methods for the examination of water and 
wastewater (DE 097). 
  
1. ESTABLECIMIENTO DEL RANGO DE LINEALIDAD 
 
El Standard Methods establece que para el ensayo de nitrato  mediante el método 
espectrofotométrico, La curva de calibración sigue la ley de Beer hasta 11 mg N-
NO3
-/ L 
 
Se realizó la curva de calibración desde 0,2mg N-NO3
- / L hasta 5,0 mg N-NO3
- / L. 
 
 
Tabla 19.Datos para determinar el rango Lineal 
 
La casilla de Observación está destinada para informar solo en el caso en que la 
corrección (absorbancia de la lectura a 275 nm) sea mayor al 10% de la 
absorbancia de la lectura  a 220 nm. 
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Ilustración 10. Curva de Calibración para determinar el rango Lineal. 
 
 
La curva está dada por la ecuación determinada por el sistema: 
 
𝑪𝑵𝑶𝟑
− = 4,093𝐴𝑏𝑠 + 0 
 
 
Finalmente se decide que el rango de trabajo para la determinación de Nitratos es 
hasta 3,0 mg N-NO3
-/L: 
 
 
 
Ilustración 11. Curva de Calibración Final de Nitratos. 
 
y = 4,093x
R² = 0,998
0
1
2
3
4
5
6
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
C
o
n
ce
n
tr
ac
io
n
 (
m
g 
N
-O
3
/L
)
Absorbancia
Curva de Calibracion Nitratos
y = 3,955x
R² = 0,999
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
0 0,2 0,4 0,6 0,8C
o
n
ce
n
tr
ac
io
n
 (
m
g 
N
-N
O
3
/L
)
Absorbancia
Curva de Calibracion Nitratos
 
91 
 
 
Con la siguiente ecuación: 
 
𝑪𝑵𝑶𝟑
− = 3,955 ∗ 𝐴𝑏𝑠 + 0 
 
 
 
 
Equipos 
 
Estufa de secado marca Binder 
Balanza analítica marca Sartorious BP 221 S 
Agitador magnètico marca Heidolph MR 3001 con barras magnéticas 
Termóstato marca Julabo F34 
Sistema de purificación de agua Simplicity MILLIPORE 
Fotómetro marca Shimadzu UV-1700 Pharmaspec 
Tabla 20. Equipos 
 
 Reactivos 
 
Agua tipo II 
Nitrato de Potasio  
Acido Clorhídrico 1N  
Tabla 21. Reactivos 
 
Vidriería y materiales 
 
Balones aforados de 100 mL, 200mL, 250mL, 500mL, 1000 mL. Clase A 
Pipetas aforadas de 3 mL,  6 mL, 8 mL, 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL. Clase A 
Beakers de 100 mL, 250 mL. 
Espátulas 
Frasco lavador  
Varillas de vidrio  
Barras agitadoras de teflón  
Tabla 22. Vidriería y materiales 
 
 
3. Preparación de Soluciones de Trabajo y Muestras Adicionadas 
 
Los estándares se prepararon a partir de diluciones de la solución estándar de 5 
mg NO3
-/L, la cual se preparó diariamente, la solución inicial se preparó una sola 
vez y se mantuvo refrigerada durante toda la validación. 
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Solución Inicial: Concentración teórica de 100 mgNO3
-/L, preparada por pesada 
directa de 0.7221 g de Nitrato de Potasio, secado previamente a 105 ºC durante 
24 horas y disuelto hasta completar 1 L con agua tipo II,  aforando a 20 ºC.  
 
Solución Estándar: Concentración teórica de 5,0 mg NO3
-/L, preparada por 
dilución, tomando 25 mL de la solución inicial y diluyendo hasta 500mL con agua 
tipo II, aforando a 20 ºC.  
 
Estándar Bajo, Eb: Concentración teórica de 0,20 mg NO3
-/L, preparado por 
dilución, tomando 8 mL de la solución estándar y diluyendo a 200 mL con agua 
tipo II, aforando a 20 ºC. 
 
Estándar Medio, Em: Concentración teórica de 1,0 mg NO3
-/L, preparado por 
dilución, tomando 50 mL de la solución estándar y diluyendo a 250 mL con agua 
tipo II, aforando a 20 ºC. 
 
Estándar Alto, Ea: Concentración teórica de 2,5 mgNO3
-/L, preparado por 
dilución, midiendo 100 mL de la solución estándar y diluyendo a 200 mL con agua 
tipo II, aforando a 20 ºC. 
 
La preparación de los patrones para las adiciones se describe a continuación:  
 
Patrón de 8 mg NO3
- /L: Se prepara por dilución, tomando 8 mL de la solución 
inicial y diluyendo a 100 mL con agua tipo II, aforando a 20 ºC. 
 
Patrón de 14 mg NO3
- /L: Se prepara por dilución, tomando 14 mL de la solución 
inicial y diluyendo a 100 mL con agua tipo II, aforando a 20 ºC 
 
Las adiciones se realizarán como se indica a continuación, teniendo en cuenta que 
la muestra y los patrones deben estar aclimatados a 20 ºC: 
 
M1 + Ab: Medir 150 mL de la muestra M1, adicionarle 4 mL de solución patrón de 
8 mg NO3
-/L, homogenizando permanentemente. 
 
M1 + Aa: Medir 150 mL de la muestra M1, adicionarle 6 mL de solución patrón de 
14 mg NO3
-/L, homogenizando permanentemente. 
 
4.  Objetivo de la validación 
 
Comprobación de que el método tiene la repetibilidad, la reproducibilidad, la 
precisión intermedia y la exactitud suficiente para el objetivo de aplicación. 
 
 Objetivo del método: 
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Matriz: Aguas residuales domesticas e industriales y aguas naturales 
(superficiales y subterráneas). 
 
Analito: Ion nitrato. 
 
Rango de aplicación: Desde el Límite de cuantificación hasta 3,0 mg NO3
-/L. 
 
5. Criterios de aceptación 
 
En la siguiente tabla se muestran los criterios de aceptación definidos para el 
método de nitrato, evaluando la exactitud como porcentaje error y la precisión en 
términos de coeficiente de varianza. 
 
 
Criterios de Aceptación del Método 
 
Exactitud ≤ 10% Expresada como porcentaje de Error (%E) para 
los patrones. 
Precisión ≤ 10% Expresada como Coeficiente de variación (%CV) 
para los patrones y muestras. 
Valores de 
Referencia 
según DE 
097.  
Estándar (mg/L) % CV %E 
No hay datos No hay datos No hay datos 
---- ---- ---- 
 
Tabla 23. Criterios de Aceptación del Método de Nitratos. 
 
 
6.   Parámetros de Validación. 
 
 
Parámetro 
Aplica 
Sí No 
Límite de detección  X  
Límite de cuantificación X  
Exactitud X  
Precisión  X  
Repetibilidad X  
Repetibilidad intermedia X  
Reproducibilidad X  
Recuperación X  
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Sensibilidad X  
 
Tabla 24. Parámetros característicos a evaluar para el método. 
 
 
7. Actividades principales para dar cumplimiento a los parámetros de 
validación. 
 
En la siguiente tabla se relaciona las actividades principales realizadas para dar 
cumplimiento a los parámetros establecidos en el numeral 9.8 
 
 
 
 
 
Parámetro Actividades Principales 
 
 
 
 
 
Límite de detección y de 
cuantificación 
Previamente a la validación del método se realizaron varios 
ensayos analizando patrones de diferente concentración, con 
el fin de determinar cual de ellos cumple con los criterios de 
aceptación establecidos en cuanto a exactitud expresada como 
%E y precisión expresada como Coeficiente de variación 
(%CV). Posterior a la selección del estándar adecuado y con el 
objetivo de ratificar el límite de cuantificación experimental, se 
evaluaron 7 réplicas de un patrón de concentración 0.20 mg 
NO3
-
/L. 
 
Exactitud, expresada 
como % E 
Con el fin de evaluar la exactitud del método se analizaron 
diariamente 2 réplicas, durante 7 días de 3 estándares 
(Eb,Em,Ea) de diferente concentración 0.20 mg NO3
-
/L; 1,0 mg 
NO3
-
/L; 2,5 mg NO3
-
/L respectivamente. 
 
 
 
 
Precisión, expresada 
como porcentaje de 
coeficiente de variación 
(%CV). 
Con el fin de evaluar la precisión del método se analizaron 
diariamente y durante 7 días 2 réplicas de cada uno de los 
estándares mencionados (Eb, Em,Ea) y dos muestras 
naturales (M1 y M2) cuyas concentraciones de Nitritos se 
encuentran dentro del rango de aplicación del método: 
M1: Muestra natural. Muestra de ARD Afluente de la PTAR de 
la UTP. 
M2: Muestra natural. Muestra de ARD Afluente de la PTAR de 
la UTP. 
 
Precisión bajo 
condiciones de 
repetibilidad. 
El analista responsable aplicó el método a todos los 
estándares y muestras propuestas durante 7 días en la 
validación y durante el ultimo día en la mañana y en la tarde. 
 
Precisión bajo 
condiciones de 
Repetibilidad Intermedia 
El analista responsable aplicó el método a todos los 
estándares y muestras propuestas un día dos veces: en la 
mañana y en la tarde. 
Precisión bajo 
condiciones de 
reproducibilidad. 
El analista sustituto aplicará el método a todos los estándares 
y muestras propuestas durante 2 días en la validación. 
 
 
Con el fin de evaluar el porcentaje de recuperación se 
analizará una muestra de agua natural (M1) que contiene una 
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Recuperación 
concentración aproximada de 0.70 NO3
-
/L, a la cual se le 
efectuará una adición baja (M1 + Ab) de aproximadamente 
0.21mg NO3
-
/L (30%) y una adición alta (M1 + Aa) de 
aproximadamente 0.56 mg NO3
-
/L (80%) de la concentración 
de la muestra. 
 
La muestra (M1) y las muestras adicionadas (M1 + Ab y M1 + 
Aa) se analizaron por el analista responsable durante 7 díasen 
la validación. Un día en la mañana y en la tarde. El analista 
sustituto efectuará el análisis durante 2 días al final de la 
validación. 
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Anexo J. RESULTADOS DE LA VALIDACIÓN DE NITRATOS. 
 
Limite de Cuantificación Experimental (LC). 
 
En las tablas se presentan los resultados obtenidos previos a la validación del  
patrón 0,20mgN-NO3
-/L, para definir el límite de cuantificación experimental, 
teniendo en cuenta que cumpla con los criterios de aceptación del método. 
 
Se muestran las absorbancias a 220 nm y 275 nm , debido a que el Standard 
Methods aclara que para las muestras y patrones debe realizarse una corrección 
de 2 veces la absorbancia de la lectura a 275 nm, y si las absorbancias a 275 nm 
exceden el 10% de la lecturas a 220 nm, no se recomienda usar este método 
. 
 
𝑨𝒃𝒔 𝒏𝒆𝒕𝒂 = 𝑨𝒃𝒔 𝟐𝟐𝟎𝒏𝒎 − (𝟐𝒙𝑨𝒃𝒔 𝟐𝟕𝟓 𝒏𝒎) 
 
 
 
Tabla 25. Resultados patrón de 0,2mg N-NO3
-
/L para LC y LD 
 
La casilla de Observación está destinada para informar en el caso en que la 
corrección sea mayor al 10% de la absorbancia de la lectura  a 220 nm. 
 
En la tabla 25 se observa que los resultados obtenidos para el patrón de 0,2 mg N-
NO3
-/L cumplen con los criterios de aceptación del método ya que se obtuvo un 
%CV y % E menor o igual al 10%. 
 
Se concluye que el limite de cuantificación experimental es 0,2 mgN- NO3
-/L. 
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Datos Obtenidos de estándares y muestras durante la 
validación 
 
 
Límites de Detección y de Cuantificación Límite de Cuantificación 
Experimental (LC). 
 
 
A continuación se muestran los resultados obtenidos durante los días de 
validación para el estándar de menor concentración Eb (0,2 mgN-NO3
-/L). 
  
 
 
 
Tabla 26. Resultados obtenidos para el estándar de 0,2 mgN-NO3
-
/L 
 
 
Exactitud expresada como %E  
 
 
A continuación se recopilan los resultados de los estándares durante los  días de 
la validación.  
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Tabla 27.Resultados de los estándares durante la validación 
 
Precisión expresada como %CV  
 
A continuación se consolidan los resultados obtenidos durante los dias de 
validación para las muestras analizadas. 
 
 
 
 
Tabla 28. Resultados de las muestras durante la validación 
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Como se observa los resultados obtenidos con las muestras (M1, M1+Ab, M1+Aa 
y M2) no tienen coherencia alguna debido a que al realizar la corrección esta es 
mayor al 10% de la lectura a  220 nm. A continuación se presenta el consolidado  
de datos de la muestra1 (M1): 
 
 
Tabla 29. Consolidado de datos Muestra1 durante la validación, 
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Para calcular las correcciones se trabajó de la siguiente manera, como ejemplo se 
tomarán los datos  del Día 1: 
 
Los datos de absorbancia a 220 nm entregados por el equipo ya tienen una 
corrección a 275 nm  debido  la configuración del método en espectrofotómetro, es 
decir: 
 
 
𝑨𝒃𝒔 𝒆𝒒𝒖𝒊𝒑𝒐  𝟐𝟐𝟎𝒏𝒎 = 𝑨𝒃𝒔 𝒓𝒆𝒂𝒍  𝟐𝟐𝟎𝒏𝒎 − 𝑨𝒃𝒔(𝟐𝟕𝟓𝒏𝒎) 
 
Para determinar la absorbancia real a 220 nm se despeja de la anterior ecuación 
 
𝑨𝒃𝒔 𝒓𝒆𝒂𝒍  𝟐𝟐𝟎𝒏𝒎 = 𝑨𝒃𝒔 𝒆𝒒𝒖𝒊𝒑𝒐  𝟐𝟐𝟎𝒏𝒎 + 𝑨𝒃𝒔(𝟐𝟕𝟓𝒏𝒎) 
 
𝑨𝒃𝒔 𝒓𝒆𝒂𝒍 𝟐𝟐𝟎𝒏𝒎 = 0,18927 + 0,15975 
 
𝑨𝒃𝒔 𝒓𝒆𝒂𝒍 𝟐𝟐𝟎𝒏𝒎 = 0,34902 
 
Ahora de halla la absorbancia con la corrección y esta es por la que se va a 
multiplicar la pendiente de la curva de calibración para hallar la concentración de 
NO3
- en la muestra. 
 
𝑨𝒃𝒔 𝒏𝒆𝒕𝒂 𝑵 𝑶𝟑
− 𝟐𝟐𝟎𝒏𝒎 = 0,34902 − (2 ∗ 0,15975) 
 
𝑨𝒃𝒔 𝒏𝒆𝒕𝒂 𝑵 𝑶𝟑
− 𝟐𝟐𝟎𝒏𝒎 = 𝟎, 𝟎𝟐𝟗𝟓𝟐 
 
Recordando que la ecuación de la curva es  
 
𝑪𝑵𝑶𝟑
− = 3,955 ∗ 𝐴𝑏𝑠 + 0 
 
Entonces  
𝑪𝑵𝑶𝟑
− = 3,955 ∗ 0,02952 
 
𝑪𝑵𝑶𝟑
− = 0,117𝑚𝑔𝑁𝑂3
−/𝐿 
 
El 10% de la absorbancia real a 220 nm es 0,035 y la absorbancia  a 275 nm  es 
mucho mayor a este valor por lo tanto el método no es adecuado para este tipo 
de muestra. 
 
De la misma manera se calcularon los datos para todas las muestras obteniendo 
siempre una lectura a 275 nm mucho mayor a la lectura a 220nm. 
 
 
 Repetibilidad Intermedia.  
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En la siguiente tabla se muestran los resultados obtenidos para los diferentes 
patrones efectuando el análisis un día en la mañana y en la tarde. 
 
 
Día Estándar  Bajo (Eb) Estándar Medio (Em) 
Estándar 
Alto(Ea) 
0,20 1,00 2,50 
Dia4(Mañana) 0,212 1,001 2,467 
Dia4 (Tarde) 0,210 1,011 2,472 
N 2,00 2,00 2,00 
Media (Xm) 0,21 1,01 2,47 
S 0,00 0,01 0,00 
%CV 0,61 0,68 0,12 
%Error 5,50 0,57 -1,22 
Tabla 30. Datos de los patrones para la repetibilidad intermedia. 
 
En la tabla se observa que  los valores de Xm, s, CV% y E% no difieren 
significativamente, y cumplen con los criterios de aceptación del método. 
 
Los resultados para el mismo analista en la mañana y en la tarde proporcionan 
evidencia de condiciones de Repetibilidad. 
 
 
Precisión bajo condiciones de Reproducibilidad.  
  
Analista sustituto: Andrés Mauricio Camacho. 
 
A continuación se muestran los resultados obtenidos por el analista sustituto 
durante la validación. 
 
 
Día Estándar  Bajo (Eb) Estándar Medio (Em) Estándar Alto(Ea) 
0,20 1,00 2,50 
Dia1 (Sustituto) 0,201 0,993 2,441 
Dia2(Sustituto) 0,225 1,031 2,501 
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DATOS 2,00 2,00 2,00 
Media 0,21 1,01 2,47 
S 0,02 0,03 0,04 
%CV 8,06 2,68 1,72 
%ERROR 6,39 1,20 -1,17 
Tabla 31. Datos obtenidos bajo condiciones de Reproducibilidad 
 
 
% Recuperación.  
 
 
 
Tabla 32. Resultados obtenidos de los porcentajes de recuperación de las muestras 
 
 
 
 
El calculo de los porcentajes de recuperación  es imposible de realizar debido a 
que como se muestra en la tabla anterior la M1 muestra concentraciones 
negativas, además ninguno de los parámetros de aceptación se encuentran dentro 
del rango. 
 
Cartas de Control del Método de Nitratos. 
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En la siguiente tabla se recopila los resultados obtenidos del estándar para la 
elaboración de las cartas de control. En el laboratorio se decidió generar cartas de 
control para el patrón de 1,0 mg N-NO3
-/L. 
 
Cálculos. Ver  Anexo E. 
 
 
 
Tabla 33. Recopilación de resultados del estándar de 1,0 mg N-NO3
-
/L para la elaboración de carta de 
control. 
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Anexo K. Estimación de La incertidumbre de medición de Nitratos. 
 
1. Mesurando 
Se mide la absorbancia por parte del ión Nitrato en el espectro ultravioleta a 220 
nm. 
 
2. Modelo matemático. Ver Anexo E. 
 
3.  Identificación de las Fuentes de Incertidumbre 
 
A continuación se muestran las fuentes inmediatas de incertidumbre que afectan 
la cuantificación para el análisis de Nitratos. 
 
 
FUENTES 
FACTOR CRITICO PARA LA 
CUANTIFICACION 
  
Aplica 
Incertidumbre 
No Aplica 
Incertidumbre 
Preparación de la 
Solución Inicial 
X X 
Preparación de la 
Solución Estándar 
X X 
Preparación de los 
patrones de la curva 
X X 
Curva de Calibración X X 
Alícuota de la muestra X X 
Filtración. 
 
X 
Adición de HCL 1N 
 
X 
Medición Fotométrica X X 
 
Tabla 34. Fuentes de Incertidumbre para el análisis de Nitratos. 
 
4.  Diagrama Causa-Efecto. 
 
En la siguiente figura se muestra las fuentes que aportan incertidumbre al método 
de Nitratos. 
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 Ilustración 12. Fuentes que aportan incertidumbre para el método de Nitratos. 
 
5.  Cálculos Ver  Anexo E. 
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Formato para guiar la estimación de la incertidumbre de Nitratos. 
 
 
 
 
Incertidumbre por  la solución Inicial: 
 
𝐔𝐒𝐈
 𝐒𝐈 
=  𝟗, 𝟕𝟗𝐱𝟏𝟎−𝟗 + 𝟖, 𝟕𝟒𝐱𝟏𝟎−𝟏𝟏 + 𝟑, 𝟑𝟑𝐱𝟏𝟎−𝟓 + 𝟓, 𝟔𝟑𝐱𝟏𝟎−𝟗 
 
𝐔𝐒𝐈
 𝐒𝐈 
= 𝟓, 𝟕𝟕𝐱𝟏𝟎−𝟑 
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Incertidumbre por Solución Estándar 
 
𝐔𝐒𝐄
 𝐒𝐄 
=  𝟓, 𝟑𝟑𝐱𝟏𝟎−𝟖 + 𝟐, 𝟐𝟓𝐱𝟏𝟎−𝟖 
 
 
𝐔𝐒𝐄
 𝐒𝐄 
= 𝟐, 𝟕𝟓𝐱𝟏𝟎−𝟒 
 
Incertidumbre por los patrones de la curva de calibración. 
 
 
𝐔𝐏𝐂
 𝐏𝐂 
=  𝟑, 𝟐𝟎𝐱𝟏𝟎−𝟕 + 𝟐, 𝟎𝟎𝐱𝟏𝟎−𝟖 
 
 
𝐔𝐏𝐂
 𝐏𝐂 
= 𝟓, 𝟖𝟑𝐱𝟏𝟎−𝟒 
 
 
Incertidumbre por  la curva de calibración. 
 
𝐔𝐂
 𝐂 
 = 𝟏, 𝟖𝟐 𝐱 𝟏𝟎−𝟐 
 
 
Incertidumbre por el volumen de muestra 
 
𝐔𝐕𝐌
 𝐕𝐌 
 = 𝟓, 𝟕𝟕 𝐱 𝟏𝟎−𝟒 
 
Incertidumbre estándar combinada en el análisis de Nitratos 
 
Se toman los aportes de cada fuente de incertidumbre: 
 
𝐔𝐍𝐎𝟑
−
 𝐍𝐎𝟑
− 
 
=  (𝟓, 𝟕𝟕𝐱𝟏𝟎−𝟑)𝟐 + (𝟐, 𝟕𝟓𝐱𝟏𝟎−𝟒)𝟐 + (𝟓, 𝟖𝟑𝐱𝟏𝟎−𝟒)𝟐 + (𝟏, 𝟖𝟐 𝐱 𝟏𝟎−𝟐)𝟐 + (𝟓, 𝟕𝟕 𝐱 𝟏𝟎−𝟒)𝟐 
 
 
𝐔𝐍𝐎𝟑
−
 𝐍𝐎𝟑
− 
 = 𝟎, 𝟎𝟏𝟗 
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Expresión de los resultados  
 
Incertidumbre Estándar Combinada: 
 
 𝐍𝐎𝟑
− 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚 =  𝐍𝐎𝟑
− 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚 ±  𝟎, 𝟎𝟏𝟗 ∗  𝐍𝐎𝟐
− 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚  
 
Considerando un nivel de confianza del 95% y un factor de cobertura de k = 2 se 
tiene: 
 
𝐔𝐞𝐱𝐩 =
𝐔𝐍𝐎𝟑
−
 𝐍𝐎𝟑
− 
∗ 𝐤 
Incertidumbre Expandida: 
 
 𝐍𝐎𝟑
− 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚 =  𝐍𝐎𝟑
− 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚 ±  𝟎, 𝟎𝟏𝟗 ∗  𝐍𝐎𝟑
− 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚 ∗ 𝟐  
 
 𝐍𝐎𝟐
− 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚 =  𝐍𝐎𝟐
− 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚 ±  𝟎, 𝟎𝟑𝟖 ∗  𝐍𝐎𝟑
− 𝐦𝐮𝐞𝐬𝐭𝐫𝐚  
 
Por ejemplo, para la muestra de 2,3 mg N-NO3-/L se expresa así:  
 
2,3 mg N-NO3-/L ± 0,09 mg N-NO3-/L 
 
 
 
 
Ilustración 13. Contribuciones a la incertidumbre del análisis de Nitratos. 
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Curva de Calibracion
Incertidumbre Total
Incertidumbre Estandar Relativa
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Anexo L.TRAZABILIDAD DEL ENSAYO DE NITRATOS. 
 
 
En la figura 14 se muestran las diferentes etapas para el ensayo Nitritos  de forma 
tal que se pueda tener un panorama general para establecer la trazabilidad del 
ensayo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Secar KNO3 durante 24 
horas a 150ºC, luego 
cuidadosamente transferirlo a un 
desecador hasta que se aclimate. 
Usar agua tipo II, aforar 
cuidadosamente el matraz 
después de ser aclimatado 
el tiempo necesario. 
Aclimatar la Solución 
Inicial 
Medir, con pipeta 
volumétrica, el volumen 
de solución inicial 
establecido. 
Usar agua tipo II, aforar 
cuidadosamente el matraz 
después de ser aclimatado 
el tiempo necesario. 
 
Aclimatar la Solución 
Estándar 
Pesar cuidadosamente 0,7221g 
de KNO3 
TRAZABILIDAD DEL ENSAYO 
DE NITRATOS 
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Ilustración 14. Etapas del ensayo  de Nitratos 
Construir la curva de calibración, 
midiendo cada patrón a 220 nm con 
corrección a 250 nm.. 
Medir, con pipeta 
volumétrica, los volúmenes 
de solución estándar  
establecidos para la 
preparación de cada patrón. 
Usar agua tipo II, aforar cuidadosamente 
cada matraz después de ser aclimatado 
el tiempo necesario 
Medir, con pipeta volumétrica, 50 mL 
de cada patrón y transferirlos a un 
beaker 
Aclimatar la muestra 
Si la muestra presenta sólidos 
suspendidos, filtrarla 
 
 
Medir, con pipeta volumétrica,  el 
volumen de muestra establecido.  
 
 
Adicionar 2 mL de HCL 1N 
 
 
Medición Fotométrica. 
 
 
